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序 論
目 的
胃粘膜に存在する塩酸産生細胞(胃壁細胞)は､ 強力な胃酸を分泌する生体の なか で
も極めて特有な細胞で ､ ヒ ト胃粘膜 には約10億個の細胞が存在するといわれて いる｡
Histamine､ a c etylcholine､ gastrinとい っ た胃酸分泌刺激性の内因性物質は胃壁細胞の基底
側膜(bas olate ral m e mbr a n e) にある受容体に結合し､ cA M P､ Ca2＋をセ カ ン ドメ ッ セン
ジャ - とする細胞内情報伝達系を介して頂端膜(apicalm embran e､ 管腔側)より胃酸(HCl)
を分泌させる｡ その 際､ 基底側膜および頂端膜の両方の細胞膜をH', K十, Naヰ, Ca2', ci
-
,
H C O3
-
な どのイ オ ンが移動し､ これが刺激 - 胃酸分泌連関に おいて重要な役割を果た
して いる と考えられる｡ 胃壁細胞 の細胞膜にはいくつ かのイオ ンキ ャリア ー およびチ ャ
ネルが存在して いるo キ ャ リア ー として は基底側厳にNa＋,K' -A T Pa se､ Na' - H' 交換機構､
Cl
-
- H C O3
1
交換機構､ Naヰ - HC O3
'
共輸送機構､ Na＋ -K' - G
‾
共輸送機構が､ 頂端膜に はH',K' -
A T Pas eが存在する こ とが知 られて いる. チ ャネル として は基底側膜にK＋チ ャネル ､ 非
選択性カチオ ン チ ャネル ､ Ca2＋チ ャネルが ､ 頂端膜に はCl
‾
チ ャネル および非選択性カ
チオ ンチ ャネル の存在が示唆されて いる(Fig. 1)0
胃酸分泌 の最終酵素であるH',E:' -A TPaseが発見され､ その 阻害薬(いわゆるプ ロ トンポ
ンプイ ン ヒ ビタ ー)が抗潰蕩薬として開発されて以来､ 多くの関心はH
'
,K
＋
-A TPaseに集中
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した｡ そ の ため､ 基底側膜のイオ ン輸送系と胃酸分泌 に関する研究はほとんど行われて
いな い ｡ そこ で ､ 本研究は胃酸分泌反応における基底側膜イオ ン輸送系の役割を解明す
る目的で ､ それら輸送活性に影響を及ぼす化合物の胃酸分泌に対する作用を検討した｡
消化性潰療治療薬はヒス タ羊 ン 拙 速断薬､ プロ トン ポン プイ ン ヒ ビタ ー とい っ た胃酸
分泌抑制薬が導入され､ 大きな進歩を遂げた｡ しか しなが ら､ 既存の 胃酸分泌抑制薬と
は作用点の異な っ た新薬を開発しようとする試みは未だなお重要な意義を持つ と考えら
れる. 本研究は基底側膜に存在するNa
＋
- H' 交換機構､ Cl
-
- H C O3
-
交換機構､ Naヰ ,K＋ -
A T Pa se
､
Ca2'チ ャネルおよびK'チ ャネ ル に注目し､ 胃酸分泌 における役割の検討を
行 っ たもの であり､ 基底側膜イオ ン輸送機構に影響を与える化合物の中に胃酸分泌を
抑制するも甲が見い出されたとすると既存 の胃酸分泌抑制薬とは作用機序の異な っ た
新薬開発の可能性が示唆できると考えられる｡
本論文は胃酸分泌反応における基底側膜イオ ン輸送系の役割に関して薬理学的観点か
ら検討したもの であり､ 以下の 7牽か ら構成される｡
第1章では､ 胃壁細胞のCl
‾
- H C O3
一
交換機構およびNa＋ - H＋交換機構に影響を及ぼす化合
物の胃酸分泌に対する作用をラ ッ ト摘出胃粘膜シ ー ト標本を用 い検討した. Cl
‾
-HC O3
一
交
換機構およびNa＋ -H＋ 交換機構は細胞内pH調節に関連する基底側膜イオ ン輸送系である｡
その結果､ Cl
-
-H C O3
‾
交換機構は刺激胃酸分泌 にお いて重要な役割を担 っ て おり､ 非刺激
状態 の胃酸分泌(基礎胃酸分泌)において はあまり関与して いない こ とが明らか とな っ た ｡
Naヰ -H＋ 交換機構は胃酸分泌と の関連で はあまり重要で はない と考えられた｡
第2葦で は､ C トH C O3
-
交換機構阻害薬 4,4f- diis othio cyan o stilbe n e-2,2
l
-dis ulfonic a cid
(DID S)の胃酸分泌抑制作用 に つ いて ､ プ ロ トンポ ンプイ ン ヒ ビタ
ー om epra zoleとの比較
検討をマ ウス 摘出全胃標本を用 い行 っ た ｡ DIDS の作用態度は､ o m epra zole同様 ､ 酸刺激
薬の種類にかかわらず刺激胃酸分泌を抑制するが､ om eprazoleとは異なり､ 基礎胃酸分泌
に対して は影響しない というもの であ っ た｡
第3章で は､ 動物個体を用 いて 血T'1
1
和 レベ ルで ､ Cl
-
-HCO3
1
交換機構阻害薬 D ID Sの胃
酸分泌および実験胃潰癌 に対する作用を検討した｡ 麻酔下ラ ッ ト胃内港流標本におい
て ､ DID Sは酸刺激薬の種類にかかわ.らず刺激胃酸分泌を抑制した｡
一 方､ 基礎胃酸分泌
に対して は何ら作用を示さなか っ た ｡ また､ 覚醒下ラ ッ ト幽門結敷標本にお い て も､
DIDSは胃酸分泌を抑制した｡ さ らに ､ ラ ッ ト水浸拘束ス トレス潰蕩を抑制した｡ この よ
うに ､ Cl
-
- HCO3
一
交換機構阻害薬DID Sに､ 血 v7
'
&0のみな らず､ in vl
-
I,0レベル でも胃酸分泌
抑制作用があることを見い出した｡
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第4章で は､ 胃以外の臓器でのCl
`
- H C O3
一
交換機構阻害による影響を調 べ る目的で ､ 平
滑筋に つ いて検討を行 っ た｡ 平滑筋細胞の細胞膜にはG
-
- HCO3
‾
交換機構の存在が報告さ
れて いるので ､ D ID Sを処置すると細胞内アルカリ化が引き起こされると予想できる｡ そ
こ で ､ ラ ッ ト大動脈標本を用いて細胞内アルカリ化における細胞内Ca2十と平滑筋張力へ の
影響を検討した｡ 本研究では経時的な細胞内Ca2＋と平滑筋張力の変化の関連を検討するた
め に ､ 両者の同時測定法を確立し､ その方法を用い た｡ 予想に反し､ DIDSは血管平滑筋
に対して 何ら作用を引き起こさなか っ た｡ そこで ､ 細胞内をア ル かノ化する目印で血管
平滑筋にN H4Clを投与したところ､ 一 過性の細胞内Ca2＋上昇と持続性の収縮が観察され
た｡ 結果として ､ 平滑筋が細胞内ア ル かノ化されると､ 細胞内C㌔十ス トアか らのC㌔＋遊離
および細胞外からの C㌔＋流入が引き起され､ 平滑筋収縮に至るこ とを見い出した｡
第5章で は､ Na＋,K＋ -A T Pa s e阻賓薬 o u abain の胃酸分泌に対する作用に つ い て ､ マ ウス
摘出金胃標本を剛 ､検討を行 っ た. その結果､ ouabainは､ 内因性ac etylcholin eの遊離を介
する 一 過性の胃酸分泌冗進を引き起こ し､ その後､ 胃壁細胞に作用して胃酸分泌を減少
させるこ とが見い出された｡
第6章で は､ 種 々 のCa2＋チ ャネル遮断薬を用 い て ､ マ ウ ス摘出全胃標本における コ リ
ン作動性受容体刺激による胃酸分泌とCa2' チ ャネルの 関連性を検討した｡ 細胞内Ca
2'動
態に作用する天然化合物を用いて検討を行 っ たが ､ 電位依存性L型 C㌔
十チ ャネル の胃酸
分泌 における関与植明かで はなか っ たo さ らに検討を進め､ SK ど-96365およびm efe namic
a cidを用 いた実験結果から､ 胃酸分泌には受容体作動性Ca?
十チャネルあるいは非選択性カ
チオ ンチ ャネルの 関与が示唆された｡
第7葦では､ マ ウス摘出胃標本を用いて ､ サブタイプ選択的K
' チ ャネル遮断薬の胃酸
分泌に対する作用を検討した. 今回の検討の範囲内ではCa2
'活性化 K＋チ ャネルあるい は
A T P感受性K'チ ャネル と胃酸分泌との間に はあまり大きな関連性が認められなか っ た.
本研究で は胃酸分泌反応における基底側膜イオ ン輸送系の役割を解明する目的で ､ そ
れら輸送活性に影響を及ぼす化合物の胃酸分泌 に対する作用 の検討を行 っ た ｡ その結
果､ いく つ かの基底側膜イオ ン輸送系が胃酸分泌に関与して いるこ とが示唆されたが ､
特に刺激胃酸分泌におけるC トH C O3
-
交換機構の重要性を示すことができた. 本研究よ
り､ 胃酸分泌抑制の新しい作用点の可能性として胃壁細胞の基底側膜イオ ン輸送系を指
摘する こ とができた｡
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背 景
本研究は胃酸分泌反応における基底側膜イオ ン輸送系の役割を解明する目的で ､ イオ
ン輸送活性に影響を及ぼす化合物の胃酸分泌 に対する作用 の検討を行 っ たもの である｡
こ こ に ､ 本研究の背景として今回注目して いる胃壁細胞の細胞内情報伝達系およびイ
オ ン輸送系に つ いて 概説し､ 本研究の目的を記述した ｡
= ) 胃壁細胞に おける情報伝達機構
生体を構成するす べ て の 細胞は細胞外の変化を様々 な情報の形で受け取る｡ 細胞外
情報が細胞 に達すると､ 細胞内情報が作動すると いう様に そ の伝達は 2段構え にな っ
て い る ｡ す なわち､ 細胞外情報伝達は神経伝達物質 ､ ホ ル モ ン とい っ た刺激物質
(フ ァ ー ス トメ ッ セ ン ジャ ー)が細胞に情報を伝え､ さ らに細胞内ではセカ ン ドメ ッ セ ン
ジ ャ ー と呼ばれる物質がさらに情報を伝えるo こ の セ カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ ー が ､ 最終
標的であるタ ン パ ク質に化学修飾を加える こ とに よりその活性を変化さ せ ､ 細胞機能
を変化させる｡
胃酸分泌 に おける フ ァ ー ス トメ ッ セ ン ジ ャ ー はa c etylcholin e､ gastrinお よびhistamin e
である ｡ Acetylcboline は迷走神経の神経伝達物質として 主 に中枢神経から の胃酸分泌
に関与して いる｡ Ga strinは食物が胃に摂取された際､ ある い は迷走神経興奮 に より､
胃幽門前庭部G細胞か ら分泌され ､ ホル モ ン として胃酸分泌を刺激する. ま た､ hista-
min eはa c etylcholineやgastrinと協調 して ､ 胃壁細胞の 近傍に存在するhistamin e含有細胞
からパ ラクリ ン と して分泌され､ 胃酸分泌を刺激して い る｡
胃壁細胞の基底側膜にはム ス カリ ン M3受容体､ ガ ス トリ ン受容体および ヒ スタミ ン
H2受容体が存在する｡ こ れら胃酸分泌を刺激する内因性物質が胃壁細胞にある受容体
に結合すると､ histaminは細胞内cyclicA M Pを ､ ac ety1cholin eとga strinは細胞内Ca
2'をセ
カ ンドメ ッ セ ン ジャ ー とする細胞内情報伝達系を介して ､ 最終段階であるH
＋
,
K'-A TPas e
を活性化し､ 頂端膜よりH Clを分泌させる｡ その際､ H', K', Naヰ, Ca2', cl
-
, H C O3
-
な ど
のイオ ンが基底側膜あるい は頂端膜を通過 し､ こ れが刺激 一 胃酸分泌連関にお いて 重
要な役割を果たして いると考えられる｡ 胃壁細胞たおけるイオ ン輸送系に つ いて 以下
に概説する｡
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(2) 胃壁細胞 の細胞内pH調節機構
胃酸分泌 の際には胃壁細胞内に おいて C O2＋H20⇔ H2C O3⇔ H＋ ＋H C O3
-
という反応に
よ っ て 酸とアルカリが産生される｡ H' が分泌されるとHC O3
-
が残り､ 細胞内ア ル か)
化が起こ ると考えられる｡ しか し､ 胃壁細胞はこ の ような細胞内のpH変動に対し､ pH
を 一 定に保 つ メカ ニ ズム を持 っ て いる. こ の メカ ニ ズム に関与して いるイオ ン輸送系
は基底側膜のNa＋ - H＋ 交換機構､ C トH C O3
一
交換機構及びNa＋凋 C O3
‾
共輸送機碍である
(1)0 Na
＋ 胡 ＋ 交換機構は胃壁細胞内pHを高くする方向に働き､ Cl
'
-H C O3
‾
交換機構は細
胞内pⅠiを低くする方向に働く(2). 起電性のNa
＋
- H C O3
‾
共輸送機構は非刺激状態におい
て細胞内pHを高くする方向に働くが､ 生理学的に はあまり重要で はな い とされて いる
(3,4)0 C r-H C O3
‾
交換機構は胃酸分泌 に必要なCl
‾
の供給も行 っ て いる(1).
胃壁細胞のCl
‾
-H C O3
-
交換機構およびNa＋-H＋ 交換機構による細胞内pH調節に関する研
究は1988年より行われて い るが ､ これら交換機構の胃酸分泌 における役割に関して は明
らかにされて いな い . そこ で ､ 本研究で はCl
-
-H C O3
-
交換機構およびNa＋ - H'交換機構に作
用すろ化合物の胃酸分泌 に対する作用を検討した｡
Na＋ -H十交換機梼は細胞内酸性化を防ぐために細胞内H'の 除去を行 っ て いる｡ 胃粘膜細
胞は絶えず酸に曝され ､ 酸が逆拡散すると細胞損傷が引き起こ される0 Naヰ - H
' 交換機
構は､ 細胞に酸が浸潤した場合､ 細胞内からⅣ の 除去し､ 細胞に対して保護的に働く
こ とが推定され て いる(5,6)｡ こ のNa
'
- H' 交換機構は胃壁細胞だけで はなく､ 主細胞 ､
粘膜上皮細胞などにも存在するが､ Cl
‾
- H C O3
一
交換機構は胃壁細胞の みに存在するこ と
が報告されて いる(6)0
(3)胃壁細胞の基底側膜Na＋,K' -A T Pa s e
胃壁細胞は細胞内Na'P '含量が ほぼ40/130m M に保たれて いる｡ 細胞内へ のK
'
の取り
込みは基底側膜のNa＋,K' -A TPas eによ っ て行われて いる(7)｡ 胃酸分泌刺激状態になると細
胞内K' レベ ルが減少し､ 細胞内Na
'
レベル は維持される(8). Na',K＋ -A T Pa seは､ 胃壁細胞
で はH＋,K
'
- A T Pa s eの活性化過程 に必須である細胞内K＋を供給する役割を持 っ て い る
(9)0 Na
十
,
K＋ -A T Pa se阻害薬ou abainは､ 細胞内K
十
レベ ル の 下降およびNa＋レベ ル の上昇を
引き起こ し､ 胃酸分泌を抑制する こ とが知られて いる(10- 12)｡ 本研究で はマ ウス摘出
全胃標本を用 いて ou abain の 胃酸分泌に対する作用に つ いてさ らなる検討を行 っ た｡
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(4) 胃壁細胞 の基底側膜Ca2＋チ ャ ネル
胃壁細胞の コ リ ン作動性受容体を介する細胞内情報伝達系は､ 細胞内 Ca
2＋
の 上昇が
引き金 にな っ て おり､ こ の 上昇は細胞外か らの Ca
2'流入 と細胞内Ca2＋遊離に基づくも
の であるとされ て いる(8). ム ス カリ ン作動薬刺激 に よるCa2＋流入 は ､ 電位依存性L型
ca2＋チ ャネル速断薬で は抑制されない こ とか ら､ それ以外 の Ca2＋流入経路が示唆され
て いる(13)｡ さ らに ､ 胃酸分泌とCa
2＋チ ャネル との 関連性において も､ 同様の こ とが考
えられ て い る｡ 本研究で は最近利用可能とな っ たCa2＋チ ャ ネル関適薬および天療化合
物を用 いて ､ 胃壁細胞の Ca2＋チ ャネル と胃酸分泌と の関連性を検討した｡
(5) 胃壁細胞の基底側膜K十チ ャ ネル
近年 ､ パ ッ チク ラ ンプ単 一 チ ャネル記録法を用 いて ､ ウサギ胃腺で の胃壁細胞基底
側厳に内向き整流性K＋チ ャネル と非選択性カチオ ンチ ャネ ルが見 い出された(14)｡ ア
メ リカサ ン シ ヨ ウウオ の 酸分泌細胞 の基底側厳におい て はCa2＋活性化型K'チ ャネ ルと
cyclic A M P活性化型K
＋チ ャネル の存在が示唆されて い る(15)｡ 胃壁細胞が刺激される
と､ 基 底側膜よりK'流出があり､ 基底側膜は過分極状態となる こ とが報告され､ こ の
過分極が胃酸分泌 の Cl
‾
分泌を引き起 こすこ と､ すなわち基底側膜 の過分極が最終段階
H＋
,
K' -A T Paseの駆動力になる こ とが提唱され て い る(16,17)｡ こ の ように ､ 胃壁細胞のK'
チャネルは電気生理学的手法に より種々 の サブタイプ の存在とその胃酸分泌における役
割が示唆されて重た. 本研究では最近利用可能とな っ たサブタイプ選択的K'チ ャネル遮
断薬を用いて胃酸分泌に対する作用を検討した｡
(6) 消化性潰療の薬物治療 の現状
消化性潰蕩は､ 攻撃因子として胃酸や ペ プ シ ン な どの胃液の持 つ 消化力と､ 防衛国
子として粘膜に備わ っ て い る防御力の バ ラ ン ス が崩れる こ とに より潰癌が発生すると
考え られて いる｡
一 般 に抗潰療薬は攻撃因子抑制薬と防衛国子脱藩薬に分類される｡ 前者は胃酸の中
和および分泌を抑制する薬物であり､ 後者は胃酸分泌 に は影響しないが潰療を治療す
る薬物を指す. 現在で は胃粘膜 の H611
.
C Obacte TPLYlom
'
と消化性潰癌の因果関係が示唆さ
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れており(1.8)､ Hell
'
cobacteTPylwl
'
を除菌する薬も抗潰癌薬として注目されて いるム
攻撃因子抑制薬に は制酸薬､ 抗 ペ プシ ン 薬､ 胃酸分泌抑制薬がある｡ 制酸薬は胃内
の酸を中和するこ .とにより攻撃因子から胃粘膜を防御する薬である｡ これは十分な効
果を得るために は頻回に大量 の投与が必要で ある｡ 胃酸分泌抑制薬に は胃壁細胞の
ac etylcholine､ histamineおよびgastrin の 受容体措抗薬とH
'
,
K' -A TPa s eの 阻害薬がある｡
抗 コ リ ン薬(ム ス かノン受容体括抗薬)として ､ 迷走神経興奮による胃酸およびペプシ ン
分泌 ､ 胃運動に対して抑制作用を有するatropineが古くから使用されてきたが ､ 白樺神
l
経遮断作用など副作用も強か っ た(1 9)｡ 近年､ Ml受容体選択的措抗薬が開発され使用
されて い るo H2速断薬は日本における消化性潰癌の第1選択薬に な っ て いる o 胃酸分
泌の24時間モ ニ タ リ ン グの 結果からH2 措抗薬は夜間の胃酸分泌は抑制するが ､ 日中
の 胃酸分泌は抑制しない ことが報告されて いるo また､ 托2桔抗薬に耐性を示す胃放蕩
も存在して い る｡ プ ロ トンポ ン プイ ン ヒ ビタ ー は胃酸分泌 の最終段階を抑制するた
め ､ acetylcbolin e､ bistamin eおよびgastrinの いずれ の 胃酸分泌刺激に対しても強力に抑
制する こ とが可能である｡ しか しなが ら､ 長期投与に よる無酸症､
■ それ に引き続く高
ガ ス トリ ン血症 とい っ た副作用は治療学上の問題点とな っ て いる(20)｡ こ の様な背景か
ら ､ 既存の胃酸分泌抑制薬とは作用点の 異な っ た新薬の開発はなお重要な意義を持つ
と考えられる ｡
(7) 摘出胃標本に つ い て
本研究で は摘出胃標本に よる胃酸分泌測定が主に な っ て い る｡ 胃壁細胞ある い は胃
腺を用い た研究で は胃酸を間接的にaminopyrin e蓄積とい っ た指標で測定する｡ しか
し､ 摘出胃標本で は胃酸の濃度を直接滴定するこ とに よ っ て測定できる こ とが利点で
あるo また ､ 摘出胃標本で は血 vl
'
仰 の標本と異なり血圧､ 血流 ､ ホル モ ンおよび神経
支配な どの複雑な全身性要因を排除して い る ｡ こ の ため､ 薬物の 胃酸分泌に対する直
接的な作用を調 べ るこ とができ ､ 胃腺ある い は胃壁細胞レベ ルの 実験より生理的状態
に近 い条件で検討する こ とができるという利点も併せ持 つ ｡
従来､ 胃壁細胞の胃酸分泌に関する研究は酸刺激薬としてbistamineを用 いて 行う研
究が多い｡ この理由は標本として ウサギ胃腺を用 いるために ､ コ リ ン作動薬およびgas-
trin刺激で は胃酸分泌がほとんど起こ らな いか らである｡ 摘出胃標本ではhist amin e以外
の 種々 の酸刺激薬に よ っ て も顕著な反応が得られる こ とも特徴とな っ て いる ｡ した
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が っ て ､ 種 々 の 酸刺激薬に よる薬物の反応性の違いも検討する こ とが でき､ 本研究は
こ の特徴を生かした検討を行 っ て いる｡
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第巧章 ラ ッ 恥摘出胃粘膜シ - 卜標本における細胞内p卜儲節機構に作潤す
る化合物の胃酸分泌に対する効果
胃壁細胞はFig･ 1-l に示す様に細胞内pⅠ耳を調節するための種々 の イオ ン交換機構を
基底側厳 に持 っ て いる｡ この細胞内pⅠ音調節に関与するイオ ン輸送系はNa＋胡 ＋交換機構
およびCl∴H C O3
‾
交換機構が知られて いる(21- 24). Cl
-
胡 C O3
‾
交換機構は細胞内pH調節
の他､ 胃酸分泌の際のC rの供給にも関与して いる. .
最近､ 細胞内pH測定実験よりこれ らイオ ン輸送系の働きに関する研究結果が報告さ
れてきた｡ Mu alle mら(25)はウサギ単離胃壁細胞を用 い た研究より､ histamine刺激は
Naヰ- H＋ 交換およびCl
-
- 琵C O3
`
交換機構の活性を上昇させる こ とを報告した. 一 方､
Paradis oら(2)はウサギ単離胃腺における胃壁細胞を画像解析し､ histamine およびpho s･
phodie ster a se 阻害薬 is obutylm ethylx anthin e(IB M X)の併用刺激に より､ Cl
‾
- H C O3
-1交
換機構は活性化されるが ､ Naヰ - H＋交換機構は逆に不活性化されるこ とを報告した ｡ こ
れら2 つ の相反する結果に つ いて ､ paradis oら(2)はその報告の なかで､ 双方が使用した
酸刺激薬および標本の違い に よる の であろうと説明して い る｡
こ の よう に､ 刺激状態におけるCl
'
- H C O3
-
交換機構およびNa'- H＋交換機構活性の変化
は明か にされて いない. さ らに ､ これまで に胃壁細胞の細胞内pⅠ音調節 に関する いくつ
か の 報告はあるが ､ こ れらの イオ ン交換
系 の胃酸分泌 に対する作用は検討がなさ
れて いな い ｡ そ こ で ､ 本章で はその 阻害
薬を用い ､ C トⅢC O3
ー
交換機構およびNa十 -
H＋ 交換機構の胃酸分泌 における役割を明
らか にする ため の検討を行 っ た ｡ C l
‾
-
Ⅲ C O3
-
交 換 機 構 の 阻害 に は.
4,4
T
-
diis othio cya n o stilbe n e-2,2
l
-dis ulfonic a cid
(DIDS) (40)を､ Na＋ - H' 交換機構の阻害薬
にはamilori de(26)を用いた. 阻害薬の構造
をFig. 1-2に示 した. 標本はラ ッ ト摘出胃
粘膜 シ ー ト標本を用い ､ 酸刺激薬として
betba n e cbol および dibutyryl cyclic A M P
(D BcA M P)を用いた｡
Lum en
H C書
取
㌦
Apic aI
Me mbr ane
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H
＋
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K
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H
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‾
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実験方法
甜 買転 d
甜
･c s
H顎丈…ニ門
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D&D S Am‖o rjde
Fig. 1-2 C he mic alstru ctu r esof DIDS a nd ami lori de
H2
(1) ラ ッ ト摘出胃粘膜シ ∵ ト標本に おける胃醸分泌測定
胃粘膜 シ ー ト標本 の作製は､ Wanの方法(27)に若干の改良を加えたWatan abeらの方
紘(28)iこ従い行 っ た. すなわち､ 絶食をして いないWistar系雄性ラ ッ ト(40- 80g)を撲殺
溶血後､ 胃をすばやく摘出し､ 渠膜及び筋層をはさみを使 っ て注意深くはぎ取り､ 断
面積 2 00】･2の ガラス管に標本の粘膜側を内向きに して装着した0
.
Fig. 1-3に示す様に ､
その標本を渠膜側栄養液(20ml､ 36℃ 保温)を満たしたオ ー ガ ン バ ス に懸架し､ ガラ ス
管の 中に は粘膜側栄養液(5 ml)を満たした｡
に ､ 渠膜側および粘膜側栄養液の水位は同
じに した｡ 枯膜側栄養液は15分奄 の フ ラク
シ ョ ン とし､ これを自動滑走装置(平沼)にて
2 m M NaO Hで終点pH5.0 まで滴定し､ その
滴定に要したNaO H量より酸分泌量を算出し
た｡ 薬物は酸刺激薬投与15分前 に寮膜側栄
重液 へ 投与した｡
(2) プロ トコ ー ル
標本作成 1 時間後に実験を開始した｡ 粘
膜側栄養液は15分毎に交換､ 回収し､ その
プ ラク シ ョ.ンを清定した｡ フ ラク シ ョ ンの
回収は酸刺激薬あるい は薬物投与45分前よ
り開始し､ 投与後 1 時間続けた｡ 薬物およ
シ ー ト標本に余分な水圧を掛けな いため
Mu c o s aJSofutio n
(5 ml,pH
← 10 0 %02 Ga s
← 95 %02
,
5 %C O2Gas
1
＋
4
1
.
.
I
i t
l J 1
Se ro s aISolution
(2 0ml,pH 7.4)
M u c o s aShe et
Fig･ 1-3 Ratgastric m u co sa sheetprepa r atio n
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び酸刺激薬は楽勝側栄養液に添加した｡
(3) 栄養液
渠膜側栄養液は､ NaCl,11 0;K Cl,5.0;NaⅠ耳C O3,26;MgC12,1.2;CaC12,3.6;glu c o se,16.7
(m M)が含まれており､ 95% 02-5 %C O2を通気した｡ 粘膜側栄養液は渠膜側栄養液組成
中のNa斑C O3をNaClにて 置換し､ 溶液のpHを5.0にする ことにより調製し､ 02を通気し
た｡
(4) 使周薬物 .
D ID Sは同仁化学(熊本)より､ trト か butyltinは関東化学(束京)より､ a miloride､
betha ne chol chlo ride､ dibutyryladen o岳in e
-31:5I - cyclic mon opho sphate s odiu m s alt
(D BcA M P)､ 3-is obutyl-1- m ethylxa nthin e(IB M X)､ m on ensinはSigm a(St･ Lo uis,U S A)より
それぞれ購入したものを用 いた｡
(5) 統計処理
結果は n 匹 の ラ ッ トか ら得られる平均値±標準誤差 で表示した｡ 統計計算は､ 比較
する群が2群の場合は F検定の後に､ 2群間の平均の差 のt検定を行 っ た o 3群以上 の
場合は 一 元配置分散分析 の後､ Du n n ettの 多重比較を行 っ たo
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実験結果
1 . CトH C O3
ー
交換機構に作周する化合物 のbethan e choI刺激胃酸分泌 に対する効果
Bethan echol(1008AM)はラ ッ ト胃粘膜 シ ー ト標本において - 相性の胃酸分泌の冗進を
引き起 こ した. このbetha n e chol刺激胃酸分泌に対し､ C r- H C O3
‾
交換機構阻審薬である
D ID Sを刺激15分前に添加したとこ ろ ､ 顕著な抑制を示した(Fig. 1-4a)｡ こ の抑制は
DI DSの濃度依存的であ っ た｡ Bethane chol刺激後1時間における酸排出量を比較する
と､ コ ン トロ ー ル群 は10.63±1.34叫Eqに 対 し､ DI DS処置群で は100pM で5.67±0.1 9
pEq(P<0.05v s. c ontr olgr o up)､ 30 0pM で4 3 6±0･29抄Eq(P<0･01v s･ c o ntr olgro up)であ っ
たo 一 方､ Cl
-
- O H
-
イオノ フ ォ ア であるtriづ 卜butyltin(1 0ドM)処置はbethane chol刺激胃酸
分泌 に影響を与えなか っ た(Fig. 1-4b)0
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⊂
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Fig･ 114 Effects of(a)D Ⅱ)S and(b)tri-n -butyltin(T B T)on bethan echol(BeC h)-stim ulated
a cidsecretio n m r atgastric m u c o s alshe etprepar atio n s･ Ga stric a cids e c retio n w ase tim ateda s
a cido utputOiEq)per15 min. Ea ch valu e r epres e nts the me an ± S. E. M . DID S(1 00, 3 00
FLM)orT B T(10FEM)w as applied15 min before the addito n of bethane chol(100FLM). * P<
0･0 5,
** P< 0･0 1
,
signific antlydiffer entfro mthe c ontr olgroup. (a)Contr ol□(n =7); DID S
IOO〝M ⑳(n=5); 300〃M O(n = 5)･ (b)Control□(n = 5); T BT IO′↓M ㊨(n = 6).
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2 ｡ N訂 - M＋ 交換機構に作伺する化合物のbethanecho刺 激胃酸分泌 に対する効果
Na'-H＋ 交換機構阻普薬ami 1oride(10 0RAM - 1 m M)はbethane chol刺激胃酸分泌 に対して
影響を与えなか っ
.た(Fig･1-5a)｡ 一 方､ Na＋ 凋 ＋イオノ ブ オ ア であるm o n e n si(0.1 - 1pM)
は濃度依存的に抑制を示した(Fig. 1-5b)0
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.
Effe cts of(a)a milori de and(b)mon e nsin o nbetha n e chol(BeCh)-stimulated a cid
secretion ln ratga stric m u c o sal heetpr epar ations･ Gastric a cids e cretion w a sestim atedas a cid
o utputむ虎q)per15 min . Ea ch valu e r epres ents the me an ± S.E. M ･ Am iloride(1 00FLM , 1
m M)or m on en sin(1 00n M,1Flu)Fas applied 15 min before the additio n of bethane chol(1 00
FIM). * P< 0.0 5, * * P< 0. 01, signific antlydiffe rent &o m the c o ntr olgro up･ (a)Control
□(n =5); Am iloride l OOFIM ㊨(n = 4); 1 mM O(n = 4). (b)Control□(n = 5); m o n ensin 100
nM ㊨(n =7); 1FLM O(n =9)二
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3 . CトH C O3
‾
交換機構およぴNa＋- M＋ 交換機構に作用する化合物のD BcA M P刺激胃酸
分泌 に対する効果
D BcAM P(300pM)およびIB M X(10 ドM)の併用投与は 一 過性の胃酸分泌冗進を引き
起こ した｡ DID S(300pM)を刺激15分前に添加したと こ ろ､ 有意な抑制を示した(Fig･ 1-
6). 一 方､ a milori de(1 m M)はこの刺激胃酸分泌に対して何ら影響を与えなか っ た(Fig･
1-6).
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ヽ ■← ヽ
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‾
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コ
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コ
0
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ControI Amiloride D 拍s
Fig. 1-6 Effe cts of D Ⅱ)Sand am且oride on dibutyryl cyclic A M Pplu s
3-is obutyl-1- m ethylx anthin e(IB M X)-stim ulated a cids e cretion in ratga stric m u c o s alsheet
prepar atio n s･ Gastric a cids e c retion w asestim ated astotala cido utputduring1 ha鮎r the
addition ofdibutyrylcydic A M P(300f`M)plu sIB M X(100〝M). D Ⅱ)S(300〝M)or
a maoride(1 mM)w as applied 15 min before the additon of the s e cretagogu e s. Ea ch
value repr es e ntsthe m e an ± S.E. M .(n =5-6). * *P< 0.0 1, signific antlydifferentfro mthe
co 地 olgro up･
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4 . CトHC O3
-
交換機構およぴNa＋榊 ＋ 交換機構に作伺する化合物の基礎胃酸分泌 に対
する効果
ラ ッ ト摘出胃粘膜シ ー ト標本は外部刺激のない状態におい ても自発性の酸排出(基礎
胃酸分泌)を行 っ て い る(27,28)｡ 今回の検討においても3.09±0.33pEq/h(n =8)の速度で
酸を分泌して い た. この非刺激状態の基礎胃酸分泌 に対して はD ID S(300pM)ある いは
aJniloride(1 m M)とも影響を与えなか っ た(Fig. 1-7)o
′ ‾ ■ヽ･ヽ
=
= 3
こ㌻
LL3
､逢
ち 2
CL
叫
:コ
0
p_ 1
O
a
ControI Amilor盲de D 拍s
Fig･ 1
-7 Effe cts of BID Sand amiloride on ba sala cids e cretion in rat gastric m u c osal
she etpr epar atio n s･ Gastric acidsecr etio n w a sestim ated astotala cid outputduring1 h
afterthe addito n of 孤 1iloride(1 m M)or DID S(300pM)I Ea ch v alu erepr es eⅡtsthe m e an
土 S. E. M .(n= 5-8)･
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考察
最近､ 細胞内pⅠ瑚u定実験よりCl
-
凋C O3
-
交換機構およびNa十胡 ＋交換機構の働きに関す
る研究結果が報告された｡ 叩u alle m ら(25)はウサギ単離胃壁細胞を用い､ histamin eの 刺
激はNa＋ -H' 交換機構活性の 上昇 により､ 胃壁細胞内pHをア ルカリ化させる こ と､ さ ら
に刺激状態の胃壁細胞にNa
＋
- H' 交換機構阻害薬ami lorideを添加すると細胞内pHカ1減少
し､ これはC トⅢ(:03
‾
交換機構阻害薬D ID Sによ っ て抑制されるこ とを観察した｡ こ れら
の結果より､ Mualle mらは刺激状態の胃壁細胞はC ト托C O3
‾
交換機構およびNa＋-H＋ 交換
機構の活性がともに上昇して いる と考察した｡
一 方､ Paradis oら(2)はウサギ単離胃腺における胃壁細胞を画像解析し､ bista min eおよ
びpho sphodiester ase阻害薬IB M Xの併用刺激 に より､ C トH C O3
-
交換機構の活性が上昇
し､ .Na
＋
- H'交換機構は逆に不活性化されるこ と､ さ らに細胞内pHは変化して いな い こ
とを観察した｡
こ れ ら2つ の 報告はいくつ かの点で 一 致 しない結果を得て いる｡ Paradis oら(2)はこ の
違 い に つ い て双方が使用した酸刺激薬および標本の 違 いに よる の で あろうと説明して
いる｡ こ の よう に ､ 刺激状態､ 非刺激状態 におけるCトHC O3
-
交換機構およびNa＋ -H＋交
換機構 の調節に関して は確立 して いない ｡ 本章ではCl
-
1 H C O3
‾
交換機構阻害薬D ID Sおよ
びNa＋- H＋ 交換機構阻害薬amilorideの胃酸分泌 に対する作用を検討する こ とに よ っ て ､
その 役割を明らか にする こ とを目的とした｡
今回 の検討において ､ 著者は 2 つ の 点に つ いて Mu alle mらある い はParadis oらとは異
な っ たア プ ロ ー チを行 っ た. 第 1に ､ ラ ッ ト摘出胃粘膜シ ー ト標本を用 い たこ とであ
る｡ こ の方法は､ 胃壁細胞ある いは胃腺 レベ ル におけるamin opyrin e蓄積法と異なり､
H＋ の濃度を直接滴定する こ とに よ っ て 測定できるこ とが利点であるo また ､ 血 v72
-
和 の
標本と異なり血圧､ 血流 ､ ホル モ ン および神経支配な どの複雑な全身性要因を排除し
て いる｡ この ため､ 薬物の胃酸分泌に対する直接的な作用を調 べ る こ とが で善､ 胃腺
あるい は胃壁細胞 レベ ル の実験より生理的状態に近 い条件で検討する こ とが できると
いう利点も併せ持つ ｡ 第 2に ､ 酸刺激薬としてbetb皿 e CbolとD】∋cA M Pの 2 つ を選ん だ
こ とである｡ 従来､ 胃腺ある い は胃壁細胞の胃酸分泌 に関する研究は酸刺激薬として
hist amin eを用いて行われる場合が多い . こ の 理由は標本として ウサギ胃腺を用 い るた
め に ､ コ リ ン作動性およびgastrin刺激で は酸産生がほとん ど起こ らないか らである｡
ラ ッ ト摘出胃粘膜 シ ー ト標本はす ベ て の 酸刺激薬 におい て反応が起 こる ため(28),
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betha n e cho例 数ある い はD BcA M P刺激に対する薬物の効果を検討する こ とが可能であ
る. コ リ ン作動性刺激は細胞内Ca2'を､ hist amineはcA M Pをセ カ ン ドメ ッ セ ンジャ ー と
して い る こ とが知られて いるが( 恥 histamin eによ っ て 胃壁細胞内Ca2･が上昇するこ と
が報告され､ h主stamin e刺激 による細胞内情報伝達系が複雑であるこ とが判明してきた
(13)｡ 一 方 ､ D BcA M Pは細胞内Ca2'を上昇させず､ cA M P系によ っ て の み胃酸分泌を引
き起こすこ とが示されて い る(29,30)｡ したが っ て ､ 今回の検討は細胞内Ca2＋系を介す
る酸刺激薬としてbethane chol､ cA M P系を介する酸刺激発としてD BcA M Pを選んだ.
今回の結果､ D IDSはbetha n e cholおよびD BcA M P刺激酸分泌を抑制したが､ amiloride
は どちらの刺激に対して も作用を示さなか っ た｡ こ の結果は刺激された胃壁細胞にお
いて Cl
-
胡 C O3
-
交換機構が胃酸分泌に対して 重要な役割を担 っ て いる こ とを示唆するち
の であるo したが っ て ､ 胃酸分泌刺激状態で はC トHC O3‾ 交換磯構は活性化されて いる
と推定される｡ これは前述のParadis oらの報告(2)を支持するもの である. 一 方､ Naヰ -H'
交換機構は刺激胃酸分泌 におい て はあまり関与して いな い ことも明らかとな っ た ｡
非刺激状態の標本にお いて はDⅠDSは基礎胃酸分泌に対して何ら影響を及ぼさなか っ
た｡ この 結果は､ C トH C O3
-
交換機構は非刺激状態において刺激状態と比較して低 い活
性であるこ とを示唆して いる. 一 方､ ami lori deも基礎胃酸分泌に対して何ら影響を及
ぼさなか っ た｡ この結果は､ Na' -H'交換機構は基礎胃酸分泌 において も関与して いな
い こ とを示唆して いる｡
CトO H
-
J[ オノ ブ オア で あるtriw -butyltin(31, 32)はbethane chol刺激酸分泌 に対して何
ら作用を示さなか っ た ｡ これは刺激状態において は基底側膜の Cr-ⅢC O3
‾
交換機構が十
分に活性化されており､ Cl
-
- O Hイ オノ フ ォ アの 存在は胃酸分泌 に対して影響を与えな
か っ たと推察した｡ 対照的に ､ Na＋ 凋 ＋イオ ノ フ ォ ア m one n sin は中程度の抑制を示し
た｡ Paradis oら(23,31)はm on ensinが細胞からH'を排出させ､ 細胞内pHを上昇させる こ
とを報告しており､ こ の 細胞内pH上昇が胃酸分泌を抑制したと考えられる. ある い
は ､ 細胞内Na' レベ ル上昇が胃酸分泌を抑制したとも考え られる(12)｡ いずれ に して
も､ 胃酸分泌刺激状態におい てNa＋- H＋交換機構の活性化は胃酸分泌を減少させる方向
に向かう こ とが示唆されたo したが っ て ､ ami lorideが刺激胃酸分泌に対して影響しな
か っ たこ とを考えあわせると､ 胃酸分泌刺激状態で はNa＋-H＋交換機構は活性化されて
い ない と推測される｡ こ の知見も前述のParadis oらの報告(2)を胃酸分泌の観点から支持
するもの である｡
今回の検討の結果､ 基底側膜C r-H C O3
‾
交換機構は刺激胃酸分泌において重要な役割
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を担 っ て おり､ 基礎胃酸分泌において はあまり関与して い ないこ とが明 らか とな っ た｡
一 方､ Na＋ - H＋交換機構は胃酸分泌との関連で はあまり重要ではな いと考えられた｡
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小括
1 . 胃壁細胞のCl
-
凋 CO3
-
交換機構およびNa＋- H' 交換機構の胃酸分泌における役割に
つ い て ､ ラ ッ ト摘出胃粘膜シ ー ト標本を用い検討を行 っ た.
2 . C トH C O3
-
交換機構阻賓薬D IDS はム ス カリ ン作動薬bethanechol刺激あるい は膜
透過性cyclicA M P誘導体D BcA M P刺激胃酸分泌を顕著に抑制した｡ 一 方､ Na'TH'
交換機構阻審薬 ami lorideは これ ら刺激胃酸分泌 に対して何ら作用を示さなか っ
た｡
3 . 非刺激状態の胃酸分泌(基礎胃酸分泌)に対して はDID Sある い は amiloride とも影
響を与えなか っ た｡
4 . Cl
-
l o u
-
イオノ フ ォ アであるtri- か butyltin はbethane chol刺激胃酸分泌 に対して影響
を及標さなか っ たが ､ Na＋ -H'イオノ ブ オ ア である m onensinは抑制を示した.
5 . これらの結果より､ 基底側膜C トH C O3
‾
交換機構は刺激胃酸分泌において重要な役
割を担 っ て おり､ 基礎胃酸分泌 において はあまり関与していない こ とが明らかと
な っ た｡ Na
＋
一斑＋ 交換機構は胃酸分泌との関連で はあまり重要で はな い と考えられ
た｡
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第2章 マウ ス摘出全胃標本におけるG｢榊C O3
‾
交換機構阻害薬D 旧Sとプ
E]ト ンボンブイ ン .巳 ビタ - om epraLZOk3の 胃酸分泌抑制作周の比較検討
消化性潰療治療薬はヒ スタ ミ ンH2速断薬､ プ ロ ト ンポ ンプイ ン ヒ ビタ - とい っ た胃
酸分泌抑制薬が導入され､ 大きな進歩を遂げた(19,3 3)｡ 最近 はgastrin受容体括抗薬も
開発され つ つ ある(34 - 37)｡ これら胃酸分泌抑制薬の中で ､ プ ロ トンポ ンプイ ン ヒ ビ
タ ー の 占める位置は大きく､ ア メ リカ合衆国で は消化性療療治療其の第 1 選択薬と
な っ て いる . 日本ではo m epr azoleと1ans opra z oleの2種類の薬物が胃酸に関連する疾患の
治療に使用されて いる｡ プ ロ ト ンポ ンプイ ン ヒ ビタ ー の 胃酸分泌抑制効果は､ すべ て
の 胃酸分泌刺激に対して有効であるばかりでなく､ 極め て強力で あり､ 理論的に胃酸
分泌を完全に阻止しうる｡
第1章で はラ ッ ト摘出胃粘膜 シ ー ト標本を伺 い ､ Cl
-
-H C O3
‾
交換機構阻奮発 DⅠD Sの
胃酸分泌に対する作用を検討した｡ そ の 結果 ､ D I D Sはbethan ecbol刺激ある い は
dibutyrylcyclicA M P刺激胃酸分泌は顕著に抑制するが ､ 基礎胃酸分泌 に対して は影響
しな い こ とを見い出した｡ DI D SはCl
-
凋C O3
‾
交換機構を阻零するこ とに よ っ て胃酸分泌
抑制作用を示すと考えられ､ プ ロ ト ンポ ンプイ ン ヒ ビタ ー の作用態度とは異なると予
想される. そこ で ､ D ID Sの胃酸分泌抑制作用をさらに 明 らか にするため に ､ マ ウス 摘
出全胃標本を用 い､ プロ トンポ ン プイ ン ヒ ビタ ー o m epra zoleとの 比較検討を行 っ た ｡
実験方法
(1) マ ウス 摘出全胃標本に お ける胃酸分泌測定
マ ウス摘出全胃標本の作製はW anの報告(3 8)に若干の改良を加えたWatanabeら の方法
(39)に従い作成した｡ すなわち､ 絶食をして いな いdd Y系雄性 マ ウス(10- ユog)をウ レ
タ ン(1.5gag,i.p.)麻酔後開腹し､ 食道と幽門を結繁した｡ 前胃部に 二 重カ ニ ユ ー レを
挿入､ 結繁した後､ すばやく胃を摘出した｡ Fig. 2-1に示す様に ､ こ の標本を渠膜側栄
養液(20 mi､ 37℃保温)で満たしたオ ー ガ ン バ ス 内に懸来した. 胃腔内に は粘膜側栄養
液を濯流用ポ ン プ(TMP-1 0､ 東洋化学)に て 1 ml/minの 速度で 二 重カ ニ ュ - レ の 内側
チ ュ ー ブか ら送り込んだ｡ この種流液を二 重カ ニ ユ ー レの 外側チ ュ ー ブか ら回収し､
フ ラク シ ョ ン コ レクタ ー (D C-20､ 東京理化)にて 10分 ごとの フ ラク シ ョ ンと して集め
た. 胃内腔に は 2 0pm H20の 圧をかけた｡ フ ラク シ ョ ン の 酸排出量は自動滴定装置
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-1 Expe rim e ntalset-upfor m eas ung ga stric a cids e cretion in mo u seis olated whole
sto m a ch
(A UT 201､ 束亜電波)を用 い ､ pH5･0になるま で に要する2m N NaO H量 より算出した .
(2) プロLトコ - ル
標本作製後30分間准流を行い実験を開始した｡ フラクシ ョ ン の 回収は酸刺激薬投与
30分前に開始し､ DIDSあるいはo m eprazoleは刺激 30分後に添加した o 薬物の 評価は
添加後20 - 30分の フ ラク シ ョ ンの酸排出量で行 っ た｡ 基礎分泌に対する効果は薬物添
加後1時間の総胃酸分泌量 で評価.した｡ 薬物お よび酸刺激薬は渠膜側栄養液に添加し
た｡
(3) 栄養液
栄養液の組成はSz ele nyiの報告に従い作製した｡ 渠膜側栄養液は､ NaCl, 11 8;K Cl,
4
.8;K H2PO4,1.0;Na2H P O4,1 6;MgSO4,1.2;CaC12,0･65;gluc ose31･6(m M)が含まれ て い
る. 粘膜側栄養液はNaCl,136;K Cl, 4.8;MgS O4,1･2;CaC12,1･3;gluc o se, 31･6(m M)が含
まれており､ 溶液のpⅢを5.0にするこ とにより調製した｡ 渠膜側および粘膜側栄養液は
それぞれ95% 02＋5% C O2､ 02を通気した｡
(4) 任用薬物
D IDSは同仁化学(熊本)より､ bethanechol chlori deはSigm a(St･ Lo uis)より､ histamine
dihydro chlori deはナカライテス ク(京都)よりそれぞれ購入した｡ Om epra z oleは吉富製薬
より供与された｡
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(5) 統計処理
結果は n 匹のラ ッ トか ら得られる平均値 ±標準誤差で表示した｡ 統計計欝は､ 比較
する群が2群の場合はF検定の後に ､ 2群間の平均の差のt検定を行 っ た ｡ 3群以上 の
場合は 一 元配置分散分析の後､ Du n n ettの 多重比較を行 っ た ｡
実験結果
1 . マ ウス 摘出全胃標本に おけるD旧Sおよびo m epraz oieの刺激胃酸分泌抑制作相
Histamin e(500LAM)は添加後30分 で ピ ー クに達する持続性の胃酸分泌冗進を引き起こ
したo C トHC O3
‾
交換機構阻害薬 D ID S(100 抄M - 1 m M)をhistamin e*(]激胃酸分泌が平
衡状態に達したとこ ろで投与すると､ 刺激胃酸分泌は顕著に減少した(Fig. 2-2)｡ こ の
作用はDIPSの濃度依存的であ っ た o
一 方､ bethan e chol(10pM)刺激胃酸分泌 において
もDID S(100pM - 1 m M)は刺激胃酸分泌を減少させた｡ こ の作用も濃度依存的であ っ
た(Fig･ 2-3)o
プ ロ トンポ ンプイ ン ヒ ビタ ー o m eprazoleは､ hist amin e 刺激および bethan echol 刺激
胃酸分泌を濃度依存的(1 0- 100LAM)に抑制した(Fig. 2-2,
'
2-3).
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2
.
マ ウス 摘出全胃標本におけるDIDSおよぴo m epr a z oleの基礎胃酸分泌に対する作用
マ ウス摘出金胃標本は外部刺激なしで白発性の酸排出を行 っ て いる(3 8)｡ こ の標本に
おいても3.22±0.34pEqnl(n -5)の速度で胃酸を分泌して いた｡ こ の基礎胃酸分泌 に対
して ､ D IDSとom eprazole添加後 1時間め胃酸分泌量を比較した｡ Table2-1に示した様
に基礎酸分泌 に対して はDIDS(1 m M)は何ら影響を与えなか っ た ｡ 一 方､ o m epr azole
(100pM)は基礎分泌に対して顕著な抑制を示した. Atropin e(1pM)およびfam otidine(10
pM)は影響を与えなか っ た ｡
Table2-1 Effe cts ofD ID S, om epra z ole, atroplne and fam otidin e
onba s ala cidsecr etionin m ouseis olatedwhole sto m a ch
Tre atm ent Co n centratio n n Acidoutput仙Eq/1 h)
Control
D ID S 1 m M
Om eprazole 100〝M
Atropine 1〝M
Fam otidine 10/`M
5
5
5
5
5
3.22 ± 0.34
2
.77 ± 0.77
0.82 ± 0.17 * *
3.41 土 0.45
4.36 ± 0.56
Gastric acids e cretio n w a se tim ated a stotala cido叫 utdu血g1 也
afte rthe additon ofea chtestagent･ Each v alue represe ntsthe m e弧
± s 且M . * *Pく0･01, sign近 c antlydiffer ent 加 m the c ontrolgroup･
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3
.
マ ウス 摘出全胃標本に おけるD】PS以外のCトH C O3
-
交換機構阻害薬の刺激胃酸分
泌 に対する作用の検討
cl
‾
凋 C O3
-
交換機構を阻害するこ とが知られて い る4-a c etami do-4Lis othio cyanostilbene-
2,2しdisulfonic a cid(SITS)およびprobene cidのbethane chol刺激胃酸分泌に対する効果を検
討した｡ その結果､ どちらの化合物も抑制作用を示した(Fig･ 2-4)0
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.
of bethan echol(10pM)･ Ga stric a cid
secr etion w as estim ated
.
a s a cid o utput¢戊q)pe r10m l n･ Data a repres e nted as the m ean ±
S･E
･
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考察
胃壁細胞はH'産生に よ っ て 生成する細胞内H C O3
-
を除去させなければならない o
H C O3
-
の 除去はCl
‾
との 交換 によ っ て 行われて いる. こ の役割を担 っ て い るのが胃壁細
胞基底側膜 に存在するCトH C O3
-
交換機構である(2,21,25)0 DIDSはCl
-
- H C O3
一
交換機構
の阻害発として その効果が知られて おり(40)､ DIDSによる胃壁細胞C トH C O3
-
交換機構
の抑制はMuallem ら(24)に よ っ て検討されて いる. さらに､ 刺激状態の胃壁細胞のpHは
DID Sの 添加に よりすばやく上昇し(2)､ 細胞内Cl
‾
レベ ル は落ちる こ と(41)が報告され
たo その 細胞内pH上昇の度合は非刺激時と比 べ て 大き い こ とが観察されて いる(2, 42,
43)｡ こ の知見は､ 酸産生 により生成されたH C O3
-
の 除去速度が上昇して おり､ その ア
ルカ リ除去機構の阻害したこ とに よる と説明できる｡
第 1章に お いて ､ ラ ッ ト摘出胃粘膜 シ ー ト標本でD ⅠD Sは betha n echol刺激および
dibutyrylcyclic A M P帝U激胃酸分泌を抑制する こ とを見い出した｡ さ らに ､ マ ウ ス摘出
全胃標本にお いて DID Sはhistamin eあるいはbethan echol刺激胃酸分泌を抑制するこ とを
見 い出しキ｡ D I D S以 外 の Cl
'
- H C O3
-
交換機構阻害英として知られて い るSIT Sや
pr oben ecidもD IDS同様､ 刺激胃酸分泌抑制作用を示したo こ れら摘出胃 レベ ル の検討
において ､ Cl
＋
胡 C O3
- 交換機構阻審薬は酸刺激薬の種類を問わず刺激胃酸分泌を抑制す
る こ とが明らかとな っ た. プロ トンポン プイ ン ヒ ビタ - o m eprazoleも酸刺激薬の 種類
にかかわ らず刺激胃酸分泌を抑制した｡
マ ウ ス 摘出胃標本は外部からの刺激申iない状態で自発的に胃酸を分泌して いる｡ 本
標本における基礎胃酸分泌はプロ トンポンプイ ン ヒ ビタ ー om epr a zoleに よ っ て 消失し
たが ､ atropin eある い はfam otidin eによ っ て は何 ら影響がなか っ た . こ れらの 結果は
Bla ckとShankley(44)およびVel･shら(45)の報告と 一 致して いる. さ らに ､ 神経伝導速断
薬tetrodoto xinある い は神経節速断#he x aTethoniu m は基礎胃酸分泌に対して作用を示さ
ない と報告されて いる(44)｡ これらの知見を考えあわせると､ 基礎胃酸分泌は非刺激時
の胃壁細胞機能に密接に関連して おり､ 内因性のac etylcholin eある いはhi?tamin eの関与
はな い と考えられる ｡
マ ウス 摘出全胃標本においてD ID Sは刺激胃酸分泌を十分に抑制する濃度で ､ 基礎酸
分泌を抑制しなか っ た｡ これは基礎胃酸分泌 にお いて はCl
‾
-HC O3
ー
交換機構活性が低い
こ とに よる と考えられる(2,41)｡ したが っ て ､ 基礎胃酸分泌 にはCl
‾
- ⅢC O3
‾
交換機構に
代わる細胞内H C O3
一
除去およびCl
‾
供給の役割を果たすイオ ン輸送系が必要である｡ おそ
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らく､ 基礎胃酸分泌 におけるH C O3
-
の 除去はH C O3
‾
の細胞か らの漏出､ ある い は細胞
内pⅠ耳の緩衝作用 に.よ っ て細胞内p
Hの 恒常性が保たれて い る可能性が考えられる｡ 一
方､ Cl
-
の供給はNa＋ - K
'
-Cl
-
共輸送機構(46)､ ある い は基底側膜か ら細胞内 へ の漏入 が
考えられる｡
om epra z oleは完全に基礎胃酸分泌を抑制した｡ こ の 知見はWallm arkらの ウサギ胃腺
の報告(47)およびFim melらの マ ウ ス摘出胃の報告(4 8)と
一 致 して いる｡ こ の ように ､
DID Sの作用態度は酸刺激薬の種類にかかわらず刺激胃酸分泌を抑制するが､ 基礎胃酸分
泌 に対して は作用 しない と いうもの であ っ た ｡ こ の 胃酸分泌抑制の特性は明らかに
o mepr a z oleと異な っ て いる . こ の ようにD ID Sは胃酸分泌抑制発として ユ ニ - クな特性
を有して いる と考えられる｡
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小括
1 . Cl
-
- HC O3
-
交換機構阻審薬DID Sの胃酸分泌抑制作用 に つ いて ､ プロ トン ポンプイ
ン ヒ ビタ ー o m epr a z oleとの 比較検討を行 っ た .
2 . Hista rnin e刺激において DID Sは濃度依存的に胃酸分泌を減少させたo また ､ DIDS
はム ス か)ン作動薬betha n e chol刺激胃酸分泌に対しても同様に抑制を示したo I 7
p
ロ トンポ ンプイ ンヒ ビタ ー o mepraz oleも刺激の種類にかかわらず､ 胃酸分泌を顕
著に抑制した｡
3 . 基礎胃酸分泌 に対して ､ o meprazoleは抑制を示したが ､ DID Sは影響を与えなか っ
た ｡
4 . CトHC O3
‾
交換機構阻害薬SⅠTSあるいはprobe n ecidも､ betbane cbol刺激胃酸分泌を
減少させた.
5 . C トH C O3
-
交換機構は胃酸分泌時に おける細胞内p吊維持 の ためにH C O3
‾
を細胞外
へ 除去する役割と､ H Cl分泌の た掛こCl
‾
を供給する役割を有して いる. したが っ
て ､ C トⅢC O3
‾
交換機構を阻害は刺激胃酸分泌 の減少に繋がると考えられた｡
6 . こ のように ､ D ⅠD Sは､ om epr az oleと同様に酸刺激薬の 種類にかかわらず刺激胃酸分
泌を抑制するが ､ om epra z oleと異なり基礎胃酸分泌に対して は影響しないという胃
酸分泌抑制の特性を有するこ とが明らかとな っ た｡
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第3章 /n viv oL,ベ ル におけるCr
-‖CO3
‾
交換機構阻害薬D旧Sの胃酸分泌
抑制作用と抗消化性漬癌作周
胃壁細胞頂端膜にあるプt=.トン ボ ンプの阻害薬､ ある い は基底側膜にある ヒス タミ
ンH2受容体の特異的桔抗薬は胃潰癌の治療に 重要な位置を占めて いる(19)｡ しか しな
が ら､ 既存の胃酸分泌抑制薬とは作用点の異な っ た新薬を開発しようとする試みはなお
重要な意義を持つ と考えられる o 著者はそ の作用点として胃壁細胞の基底側膜C ト
H C O3
‾
交換機構に注目した｡
第1章 ､ 第2章で はCr- H C O3
‾
交換機構阻害薬D ID Sが摘出胃において刺激胃酸分泌
を強力に抑制するこ とを見い出した. 本章で は ､ 動物個体 レベ ル でD ID Sの胃酸分泌 に
対する作用を検討した｡ さ らに ､ 実験胃潰癌 に対する作用の検討を行 っ た ｡ プ ロ トン
ポン プイ ン ヒ ビタ ー om epr a zoleとの 比較検討を行い ､ D ID Sの 胃酸分泌抑制作用 の特性
を明らか に した｡
第1節で はD ID Sの胃酸分泌抑制作用 の検討として ､ 麻酔下ラ ッ ト胃内港流標本､ 覚
醒下ラ ッ ト幽門結教法にて胃酸分泌を測定した｡ さ らに ､ D ID Sの 作用の持続性に関す
る検討も併せて行 っ た｡ 第2節で は実験胃療病モ デル の 1 つ として ラ ッ ト水浸拘束ス
トレス潰蕩を用 い ､ DID Sの 抗潰蕩作用 の薬効評価を行 っ た ｡ 第 3節で は マ ウ ス を用
い ､ D ID Sの神経薬理学的 スク リ ー ニ ン グおよび急性毒性試験を行 っ た 0
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第1節 麻酔下 ラ ッ ト胃内港流標本および覚醒下 ラ ッ ト幽門結集標本に おけるDIDSの
胃酸分泌に対する作伺
実験方法
(1) 麻酔下 ラ ッ ト胃内港流標本の作成
実験動物は Ⅶistar系雄性ラ ッ ト(220- 270g)を､ 購入後少なくとも1 週間飼育環境
に馴化させ実験に使用した｡ 恒温(23±2℃)､ 恒温(50±5%)の飼育室で ､ 12時間 :12時
間の昼夜サイクル で朝7時の点灯という光環境とした｡ 固形飼料及び水道水を与えた｡
実験前は1 8時間絶食(但し水は自由に与えた)した｡
麻酔下ラ ッ ト胃腔内持続碓流標本による胃酸分泌測定はWatanabeら(49)の 報告に
従 っ て行 っ た o Fig. 3-1 に装置の概略図を示したo ラ ッ トをウ レタ ン麻酔(1.35gn(gi.p.)
し背位に固定したo 額部迷走神経を傷つ けな い よう に注意しながら食道を結繁し気管
カ ニ ュ - レを装着した ｡ 腹部の毛を刈り､ 正中線に沿 っ て約2cm 開腹し､ 胃の幽門輪
を結無した｡ 胃を引き出し､ 前胃に約5m mの切込みを入れ､ 胃内を37℃ の生理食塩水
で洗浄した後､ ポリ エ チ レ ン製の 二 重カ ニ ュ - レを装着し､ 開腹部を縫合した｡ 二 重
>
毎
a
▲
p
'
報頓 酵 酵軒′
ら.C
】.V .
＋
E)
8⑳
Fractio nCoHecto r pH Slat
Perfusion Pu mp
37
o
C
Sa)jn
わH5.O)
■ノ.Jミ･
Fig･ 3-1 Experim entals et
- upfor me a s uring ga stric a cidsec r etio ninlum e叩 erfu sedstom a ch
ofa nestbetiz ed rats
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カ ニ ユ - レの 内側カ ニ ユ - レより生理食塩水(p斑5.0,37
o
C)を濯流ポンプ(T M P･1 0､ 束浄
化学)で1ml/minの速度で流し､ 二 重カ ニ ュ - レの外側チ ュ ー ブか ら流れ出る准流液を
フラク シ ョ ン コ レクタ ー (D C-20､ 東京理化)にて 10分 ごとの フ ラク シ ョ ン として集め
た｡ フ ラク シ ョ ンの 酸排出量は自動滴定装置 (A U T 201､ 束塵電波) を用 い ､ pH 5.0に
なるまで に要する20mN NaO H量 より算出した. 酸分泌量は pEqHClに換算して表示
した｡
(2) ラ ッ ト幽門結集標本に おける胃酸分泌 の測定
ラ ッ トを軽 エ ー テル麻酔下に背位 に固定した｡ 腹部の 毛を刈り､ 正 中線 に沿 っ て 約
2c m 開腹 し､ 胃の幽門輪を結歎した｡ 腹部切開部を縫合し､ 幽門結数4時間後胃を摘
出した｡ 胃内に貯溜した胃内容物を採取し､ 3000回転 で1 0分間遠心 し､ 上清の容塵を
測定した｡ 胃液の酸度は終点pH 7.0 まで ､ 20mN NaO Hで滴定する こ とに よ っ て 測定
し､ 胃液量と乗ずる こ とに よ っ て酸排出量を算出したo ペ プ シ ン分泌量はAns o n法(50)
に準じ､ 測定したo すなわち､ 採取 した胃液とhe m oglobinをpH 2.0､ 3 7
o
Cで20分間イ ン
キ エ ペ - 卜し､ 生成されたチ ロ シ ンをFolin - Cio c alteu試薬に て発色させ ､ 分光光度計に
て660n m の 吸光度を測定した｡
D ID Sおよびo meprazoleは幽門結染直後ある い は6時間前に十二 指腸内に投与した｡
(3) 使用薬物
D ID Sは同仁化学(熊本)より､ histamin edihydr o chlori deはナカ ライテ スク(京都)より､
bethan echol chlori de
､
hem oglobinはSigm a(St. Louis, U S A)より､ tetraga strinは三亜製薬
(東京)より､ Folin - Cio c alte u試薬は和光純薬(大阪)よりそれぞれ購入したものを用 い
た｡ Om epra z oleは吉富製薬より供与された｡
(4) 統計処理
結果は n 匹のラ ッ トか ら得られる平均値±標準誤差 で表示した｡ 統計計算は ､ 比較
する群が2群の場合はF検定の後に､ 2群間の平均の差のt検定を行 っ た ｡ 3群以上 の
場合は 一 元配置分散分析の後､ Du n n ettの多重比較を行 っ た.
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実験結果
1 . ウ レ タ ン麻酔下 ラ ッ ト胃内港流標本におけるDIDSおよぴo meprazoleの刺激胃酸
分泌に対する作用
ウ レタ ン麻酔下胃内潅流標本において刺激時の胃酸分泌に対するDI D Sの作用を検討
した｡ Fig. 3-2に 示した様にhistamin e(10mgn(g)の皮下投与は持続性の胃酸分泌冗進を
引き起こ した｡ Histamine刺激 10分前にDID Sを静脈内投与したところ ､ 刺激胃酸分泌
は顕著に抑制された. こ の作用はDⅠD Sの用量依存的(3 - 10mgn(g)であ っ た(Fig. 3-2).
Fig. 3-3に示した様にDⅠD S(3 - 10mg化g)の静脈内投与はbethan echol(1 mg佃g, s.c ･)刺
激胃酸分泌に対しても用 衣存的な抑制作用を示したo さ らに ､ DID S(1 - 10mg佃g)
の静脈内投与は､ tetragastrin(30叫gnig,i.v.)*U激胃酸分泌も用量依存的に抑制した(Fig･
3-4)｡ こ の よう に ､ D ID Sはbethan echol､ histamin e､ tetraga strinとい っ た どの 酸刺激薬に
よる胃酸分泌も抑制し､ そ の作用 は150分の実験期間中持続した｡
- 方､ プ ロ トンポ ンプイ ン ヒ ビタ - om eprazoleはbethan echol刺激胃酸分泌を1 - 3 mg/
kg静脈内投与で用盈依存的に抑制した(Fig･ 3-5)0
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2. ウ レタ ン麻酔下 ラ ッ ト胃内港流標本に おけるD 旧Sおよぴo m epra z oieの基礎胃職
分泌 に対する作用
ウ レタ ン麻酔下において こ の標本は外部からの刺激がない状態において白発性の胃
酸分泌(基礎胃酸分泌)を行 っ て いる｡ そこ で ､ ウ レタ ン麻酔下における基礎胃酸分泌 に
対するDID Sの作用を検討した｡ Table 3-1は薬物投与後150分間の基礎胃酸分泌量を示
して い る｡ DIDSは刺激胃酸分泌を抑制する10mgn(gの静脈内投与で は基礎分泌 に対し
て何ら影響を示さなか っ た o 一 方､ o m epra z oleの3 mgn(g静脈内投与は基礎胃酸分泌を
顕著に減少させた. ウ レタ ン麻酔下ラ ッ ト胃内港流標本で ､ atmpineおよび払 m otidin e
は基礎胃酸分泌 に対して若干抑制して い るが､ 有意な作用 で はなか っ た｡
Table3-1 Effects of DI D S
,
o m epra z ole〉 atropl n e a nd fa m otidin e
■
o nba sala cids e cretionin pe rfusedsto m a ch ofane sthetiz ed r ats
Tr e atm e nt
(m&ogs,3.v .) n Gqi,dlO5uOtPmuitn)
Control
D ID S
O m eprazole
AtropIn°
Fam otidin°
10
3
0.3
0.1
6
6
6
4
4
102土 23
87 ± 14
19 土 9 * *
50 ± 1 3
82 土 26
Gastric a cidsec retion w as e stim ated astotala cido utputduring1 50
min afterthe ad diton ofea chtest age nt･ Ea ch v alu er epresentsthe
m e an ±S･E･ M･ * *P<0･01
,
signific antly differe ntfr o mthe control
grO up･
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3 . 覚醒下 ラ ッ ト幽門紙数標本におけるD 旧
■
sぉよびo m epraz oteの胃酸およびペプシ
ン分泌 に対する作用
覚醒下ラ ッ ト幽門結染標本におけるDID Sおよびom epr a z oleの 胃酸分泌 ､ ペ プ シ ン分
泌に対する作用をTable3-2に示した｡ 覚醒下4時間における胃液分泌量､ 胃酸分泌量､
ペ プシ ン分泌量を測定した｡ 括弧内に は コ ン トロ ー ル群に対する抑制率を示してあ
る｡ DID Sある い はo m epr a z oleは幽門結染直後に十二指腸内より投与した. D ID Sは3 -
30mg佃gの 十二 腸内投与に よ っ て用量依存的に胃液畳､ 胃酸濃度および胃酸分泌量を
抑制した. D
■m Sの 胃液分泌抑制作用および胃酸分泌抑制作用のE D50はそれぞれ22mg/
kg(95%倍舶限界 :3･7 - 130 mg佃g)､ 7･5 mg化g(95%信頼限界 :2･2 - 25 mgnig)で あ っ
た｡ 一 方､ ペ プ シ ン分 泌に対して は影響を示さなか っ た. Om epra zoleは10,30mg化gの
十二 指腸内投与によ っ て 胃液盈､ 胃酸分泌量を顕著 に減少させた｡ Om epra zoleの胃液
分泌抑制作用および胃酸分泌抑制作用のE D50はそれ ぞれ14mg化g(95%信頼限界 :3･6
- 57mg価g)､ 3.5 mgn(g(95%信頼限界 :0･05- 260mg化g)であ っ た｡
Table3-2 Effects of DID Sa nd om epraz ole ongastric acida ndpepsin S e cr etioninpylo ru s
-1igatedrats
Tre atm ent n Volu m e Acidc o n c entratio n Acidsec r etion Pepsin secretion
mg化g,i.d. ml/h (%) FEEq/血l/h (%) FLEq/h (%) Unl (%)
DID S
Control 10
3 7
10 7
30 7
1.7 土 0.1
1.4 ± 0.1*
1.0 ± 0.1*
0.8 ± 0.1**
(18)
(41)
(53)
Om epr a z ole
Co ntrol 10 1.2 ± 0.1
10 7 0.7 ± 0.1* * (42)
30 7 0.4 ± 0.1* * (67)
22.5 土1.1
18.9 ± 1.0 (16)
16.8 ± 0.7* *(25)
12.9 ± 1.5* *(43)
20.8 ± 1.7
ll
.3 土 1.6* *(46)
2.8 ± 0.7* *(87)
153± 10
103± 4* *
69± 5**
36± 4* *
(33)
(55)
(76)
105± 1 6
31± 5* * (70)
5 ± 1* * (95)
841土 193
742± 88
608± 90
725土 66
(12)
(28)
(14)
928± 173
1199± 148(-29)
616± 116 (33)
Drugs w e rei･d. administe red im m ediatelyafterligation ofpylo ru
s･ h hibition perc ent w a sgi venin
par enthes e s･ Valu es are e xpress eda sm ea n
＋
- S･E･ M ･ * P<0･05)
* *P<0･01
,
signific antlydiffere nt
丘o m也e c o汀e SpOndingcontrolgro up･
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4 , 覚醒下 ラ ッ ト幽門結染標本で のD 旧Sおよぴo m epr a z oleの結集 6 時間前投毎に お
ける胃酸分泌 へ の作用
幽門結勢標本においてD IDSおよびo m epr a z oleの 胃酸分泌に対する作用の持続性に つ
い て 検討した｡ その結果をTable 3-3に 示 した｡ Table 3-2とTable 3-3を比較すると､
DIDSは投与後6時間の経過に よ っ て抑制効果は減弱 したo 一 方 ､ om epr a z oleも若干減
弱したが ､ 依然強い抑制作用が残 っ た ｡
Table313 Effe cts of DID Sa nd o m epr a z ole6h befo r eligatio non gastric a cid
secr etio ninpylo ru s
-1igatedr ats
Treatm e nt n Volll me Acidc o n c entr atio n Acids e cr etion
mgAg,i･d･ ml/hr (%) FLEq/ml/hr (%) FIEq/hr (%)
D IDS
Contr o1 7 1.4 土 0.1 22.0 ± 1.3 124± 11
10 7 1･1 ± 0･1* (21) 16･3 ± 2･2 (26) 76± 16* (39)
30 7 0･9 ± 0･1* * (36) 19･8 ± 1･4 (1 0) 66± 6* * (47)
Om epra z ole
Contro1 6 2.0 ± 0.3 28.3 ± 1.1 234 ± 43
1 0 6 0･9 ± 0･1* * (5 5) 20･2 ± 3･2 (29) 70± 11* * (70)
30 6 0･8 ± 0･1* * (60) 14･1 土 2･6* *(5 0) 49士 13* * (79)
Drugs w e rei･d･ administered 6 h befo r eligatio nofpylo ru s･ Inhibition pe r ce nt
w a sgiv eninparenthes e s･ values are e xpressedas m e a n± S.E. M .
* P<0.05
,
* *
P<0･01
,
significantlydiffer entfrom the c orre sponding c ontrolgro up,
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考察
第1章､ 第 2草におい て ､ Cl
-
- H CO3
-
交換機構阻害薬DID Sの摘出胃レベ ルで の 強力
な胃酸分泌抑制作用を見い出した｡ そこで ､ 血 viv oレベル における2 つ の標本を用い
て ､ D m Sの 胃酸分泌抑制作用を検討した｡
ウ レタ ン麻酔下ラ ッ ト胃内港流標本におい て D ID Sの 静脈内投与はhistamin e､
bethane chol､ tetraga strin刺激胃酸分泌を顕著に抑制するこ とが示された. こ の ように ､
DID SはiD Vl
'
yoの標本におい て数樽の酸刺激薬に よ っ て誘起された胃酸分泌を抑制する
l
という特性を有する こ とが明らかとな っ た ｡ こ の作用特性はo meprazoleと類似して い
た｡
麻酔下ラ ッ ト胃内碓流標本は外部からの刺激なしに自発的に胃酸を分泌して いる ｡
麻酔下における基礎胃酸分泌はプロ トンポ ンプイ ンヒ ビタ ー o meprazoleに よ っ て消失
したが､ atropin eある い はfa m otidineに よ っ て は有意な影響が認められなか っ た. こ の
基礎酸分泌盈は ､ ラ ッ トが覚醒状態にあるか ､ 深い麻酔状態 にあるかと いう こ とに大
きく依存しており(5 1)､ これは迷走神経活性､ および胃の伸展によ っ て活性化される神
経経路の活性に原因があると考えられる｡ こ れ らの 知見を考えあわせると､ 麻酔下
ラ ッ トの 基礎胃酸分泌は胃壁細胞機能の活性に密接に関連して おり､ 内因性のacetyl-
cholin eある いはhistamin eの関与はないと考えられる｡ 一 方､ DIDSは刺激胃酸分泌を十
分に抑制する用量で ､ 麻酔下における基礎胃酸分泌に対して は何 ら作用を示さなか っ
た. こ れは基礎胃酸分泌 におい て はCl
-
-H C O3
-
交換機構活性が低い こ とを意味するもの
と考えられる｡ こ れ らの結果は第2章で得られた摘出胃レベ ルで の検討と完全 に
一 致
した｡
覚醒下ラ ッ トにおいて は幽門結勢標本を用い て胃酸分泌に対する作用を検討した
が､ D ID Sは十二指腸内投与において胃液量および胃酸分泌量を顕著に減少させたo ま
た､ D ID Sの投与ル - 卜は静脈内だけで なく､ 十二指腸内投与でも有効である こ とが明
らか とな っ た｡ 胃液分泌の抑制は通例ペプシ ン分泌 に繋がるこ とが報告されて いる(52)
が ､ 興味深い こ とにD ID Sはペプ シ ン分泌に対して影響がなか っ た o
マ ウス 摘出胃標本と麻酔下ラ ッ ト胃内港流標本における酸排出量の標本間での 比較
を行 っ てみる と､ マ ウス摘出胃標本において胃の腺胃部1c m
2当たりの最大刺激酸排出
量は約 17 0nEq/min/c m
2
であり､ 非刺激時の基礎分泌量は30nEq/min/c m
2
であ っ たo 一
方､ ラ ッ ト胃内港流標本において は最大刺激酸排出量は約350nEq/min/c m
2であり､ 非
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刺激時の基礎分泌量は約60nEq/min/cm
2であ っ た ｡ こ れらの標本は種差､ 血 vit,o ある
いは血 vl
･
voの違い はあるもの の ､ 両者における大きな分泌速度の遠い はな い こ とがわ
か っ た｡ DID Sは上述の様に こ の両者の標本における胃酸分泌を抑制した｡
Acetylcholin e､ histamin eある いはgastrinを介する胃酸分泌冗進に おける選択的受容体
括抗薬は消化陸潰癌の薬物治療において重要な位置を占め て いる ｡ しか し､ これらの
受容体括抗薬では完全な胃酸分泌の遮断は達成されない. というの は ･､ a c etylcholin e､
bista mineおよびgastrinの受容体間には複雑な相互関係があり､ 受容体刺激 に より活性
化される細胞内情報伝達系が多様なためである(53)｡ プロ トンポ ンプイ ン ヒ ビタ ー は胃
酸分泌の最終段階であるH',K' -A TPaseを阻害する ことに よ っ て 酸刺激薬の稽類を問わ
ず刺激胃酸分泌を減少させる こ とが できる｡ DID SもCトH C O3
-
交換機構を阻奪するこ
とによ っ て刺激酸分泌を減少させたと考え られる｡ したが っ て ､ D I D Sは既存の胃酸分
泌抑制薬とは異な っ た機序を有する胃酸分泌抑制作用を持 つ 化合物である こ とが示さ
れた｡
これま で にも胃壁細胞の細胞内情報伝達系に影響を与える化合物の胃酸分泌 に対す
る作用は報告がなされて いるo チバ ガイギ - の新規カ ル モ ジ ュ リ ン阻審薬CG S-9343 B
はラ ッ ト単離胃粘膜細胞において酸産生を阻害し､ さ らにラ ッ ト胃内港流標本におい
ても刺激胃酸分泌を減少させる こ とが報告されて いる(54)｡ 今回の結果からもD ID Sは
血 vl
'
b10 および血 v7
'
v oレベ ル に お いて胃酸分泌を抑制する こ とを示した. こ の よう にイ
オ ン輸送機構や細胞内情報伝達系に作用する化合物は胃酸分泌 に対して影響を及ぼす
こ とができると考えられる｡
0皿 epraZOleは組織選択性に関して明らか にDIDSと作用態度が異なる｡ O m eprazoleは
血中か ら胃壁細胞に到達すると ､ 中性に おい て は脂溶性の ため細胞膜を容易 に透過
し､ 分泌小管内に移行できる｡ 刺激された分泌小管内は酸性 の ため ､ o mepr azoleは水
素付加され､ 酵素阻害活性を持 つ 化合物に化学変換され､ 分泌小管内に蓄積する｡ こ
の 活性化型o m eprazoleは管腔側より､ H',K' - A T Pa seに共有結合し､ 酵素と安定な コ ン
プレ ッ ク ス を形成し､ 酵素活性を阻害する｡ したが っ て ､ o m epra z oleの 酸分泌抑制作
用は胃に対して特異的であり､ 作用持続時間も長い ｡
一 方 ､ DID Sの作用は胃壁細胞に特異的で はな い と考えられる｡ C トH C O3
-
交換機構
はCl
一
分泌あるいは水の分泌に関係して い る組織の細胞膜に存在して いる こ とが見出さ
れて い る｡ 例えば､ 涙腺腺房細胞(55)､ 聯臓腺房細胞(56)､ 唾液腺腺房細胞(57)､ 十二
指腸嚢胞(58)な どであるo これらの細胞のCl
-
- H C O3
-
交換機構もNa十- H' 交換機構ととも
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に細胞内pHの 調節に重要な役割を果たしている. もし､ DID Sを全身的に与えたならば
胃壁細胞の CトH C O3
‾
交換機構のみ ならず､ 他の組織の細胞の Ci
-
- H CO3
-
交換機構にも
程度の差はあれ影響を与えると考えられる｡ したが っ て ､ DID Sを消化性潰療治療の新
しい薬にするために は ､ 胃以外の細胞 へ の作用をできるだけ減弱させる こ と ､ すなわ
ち胃の Cl
一
- H C O3
'
交換機構に選択性の高い阻害薬の開発が必要不可欠である.
DID Sの Cl
'
- H C O3
‾
交換機構阻害作用はo m epraz oleの様に酵素 へ の共有結合の結果によ
るもの で はなく､ DⅠD Sと機能部位との相互作用に よるもの であると報告されて いる.
すなわち､ C トH C O3
一
交換機構のイオ ン交換部位において DIDSがCl
-
と競合的に措抗す
る こ とによ っ て ､ C トHC O3
‾
交換機構活性を抑制して いる(40,59)o D ID Sの細胞膜透過
性はある程度制限されて い るが､ 本章で の検討では用量依存性が得られて おり､ 薬理
学的には細胞膜透過性に は問題がない と考えられる｡
胃壁細胞分泌小胞を用 いた実験において ､ DⅠD SのCl
-
- H C O3
‾
交換機構阻害作用は30
- 100BkM で得られ(24)､ 単離胃壁細胞および胃腺の場合は100pM - 1m M で得られて い
る(2,25, 43)｡ 第1章､ 第2牽で の摘出胃で の刺激胃酸分泌はD IDS 300pM - 1 m M で ､
本草での 由 vlv o6こおける刺激胃酸分泌は1 - 10 mg侭g,i.v . ､ 3 - 30mg化g,i.d. で抑制され
た｡ これらの 作用 はす ペ て D ID Sの用量依存的であり､ DID Sが 血 vl
'
Lro
､
血 v7
'
tlO それ ぞ
れの標本において C トH C O3
-
交換機構に作用して い るこ とを示す｡
1
om epr azoleにお いて
もこれらの検討がなされており､ 以下に示すよう に有効な用量が明らか にされて い
る｡ Om eprazoleによる胃壁細胞H
＋
,K
＋
-A T Pa s e阻害作用は1 - 10pMで(47)､ 胃壁細胞お
よび胃腺で の酸産生抑制は0.3 - 10pMで(47,60)､ 1
'
n vl叫 こおける刺激胃酸分泌抑制は
1 - 10mg化g,i.v. ､ 1 - 10mgAg,i.d.で観察されて いる(61, 62). こ のようにom epra z oleは
D ID Sよりもす べ て の レベ ル の標本において低用量で効果が認められて いる｡ 両者の有
効用量を比較すると酵素 レベルか らwbole a n血 alレベル に至るまでよく相関して い る｡
したが っ て ､ om epra zoleお よびDID Sの血 tq
'
叫 こおける胃酸分泌抑制作用はそれぞれ の
イオ ン輸送系 レベ ル で の阻害を反映したもの であると考えられる｡
D ID Sの作用 の持続性を幽門結教法で検討した｡ DID Sを結繁 6時間申に投与した場
合も胃液分泌および胃酸分泌どちらに対しても抑制作用が観察されたが ､ その効力は
結染直後に投与した場合に 比較して滅弱して いた｡ 対照的にom epra z oleは投与 6 時間
が経過しても依然強い活性が残 っ て い た｡ Om epra z oleの持続性酸分泌抑制作用にもか
かわらず､ 血中の半減期は投与後 40- 60分であるこ とが報告されて いる(61, 63)｡ さ
らに ､ 血中濃度と作用の間には相関関係は見 い出されず､ 血中濃度曲線の面積と作用
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の間に相関関係が見い出されて い る(33)o こ の知見より､ 血中に到達したo m epr a z oleの
量が作用発現に重要であるこ とが明らかとな っ た . [3Ⅰi]o mepr a z oleの 静脈内投与彼の
オ ー トラ ジオグラ フ イ の結果､ o mepr a z oleは最初は全身の血中に存在するが ､ 1 6時間
後は放射活性が胃粘膜 に局在して いる こ とが明らか とな っ た(6 4)｡ こ れ はおそらく
om epra z oleの活性化型が胃壁細胞の H
＋
,
K' -A T Pas eとの コ ン プレ ック ス を形成して い る
ため であろうと考えられる｡ こ の様な作用特性がom epr a z oleの 作用 の持続性 に関連し
て いる とされて い る｡ DI D Sの 作用は競合的措抗であるの でo m epr a z oleの よう な作用 の
持続は期待できない と考えられる｡
血 tdv oの 標本で Cr- H C O3
'
交換機構阻害薬DID Sが刺激状態で の胃酸分泌は抑制する
が､ ウ レタ ン麻酔下で の非刺激状態において は抑制しない こ とを見 い出した｡ これ ら
の 結果は,
'
B V l
'
tTOにおける結果と 一 箪して い る｡ こ のD ID Sの]
'
D Y l
'
voレベ ルで の 胃酸分泌
抑制作用は細胞内pⅠ‡ある い は細胞内Cl
‾
レベ ル で起こ っ て いる と推察された｡
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第2節 D 旧Sの水浸拘束ス トレス潰療に対する作用 の検討
Cl
‾
胡 C O3
A
交換機構阻賓薬DⅠD Sの胃酸分泌 に対する作用 に つ いて検討し､ 血 vl
･
tTOお
よび]
'
D Y,
-
v oレベ ル に おい て強力な抑制作用を見い出した｡ 本節で は､ DI D Sに抗潰癖作
用が認められるか どうか検討を行 っ た｡ 抗潰癌作用の検討は胃酸分泌抑制薬が効果を
発揮する水痘拘束ス ト レス 聴癌 モデルで行 っ た.
Na＋ - H' 交換機構は管腔から細胞内へ のH' の漏入 に よる細胞内pH上昇に対して抑制
する役割を持 っ て いる(1)｡ こ の こ とは胃壁細胞の持 っ て いる細胞保護作用と考えて よ
い｡ したが っ て ､ Na
＋
- H' 交換機構の阻賓は酸に よる細胞傷害の悪化を引き起こすと予
想される｡ そこ で ､ Na＋ - H＋ 交換機構阻害薬ami lorideの水浸拘束ス トレス 潰癌に対する
作用の検討も行 っ た o
実験方法
(1) 水浸拘束ス トレス 潰療モデ ル
W istar系雄性ラ ッ ト(200- 250g)を用 い､ 高木と岡部の方法(65)に従 っ て行 っ た｡ 24時
間絶食したラ ッ ト(但し､ 水は自由に与えた)を1 匹ずつ それぞれの ス トレス ケ ー ジに入
れ ､ 22±1℃ の恒温水槽に肩部まで浸 し､ 6時間水浸拘束を行 っ た｡ 薬物は水浸拘束30
分前に経口投与した｡ 拘束終了後､ 頚椎脱臼し開腹した｡ 次に胃の 噴門を結無して胃
を取り出した｡ 摘出した胃に幽門部から10mlの 生理食塩水を胃内に注入 して幽門輪を
結歎し､ 1% 払rm alinにて1 0分間固定した｡ 胃は大湾曲に沿 っ て 切開し､ 胃内壁に形成
された損傷の長径を測定し､ その 総和を損傷度(Lesio n sev erity)とした.
(2) 使用薬物
D ID Sは同仁化学(熊本)より､ amiloTideはSigm a(St･ Louis, U S A)よりそれぞれ購入し
たものを用 いた｡.Om eprazoleは吉富製薬より供与された｡
(3) 統計処理
結果は n 匹の ラ ッ トか ら得られる平均値 ±標準誤差で表示した｡ 統計計算は､
一 元
配置分散分析の後､ Du 皿 ettの多重比較を行 っ た ｡
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実験結果
Table3_4の コ ントロ ー ル に示 した様に水浸拘束ス トレス はラ ッ トの胃休部に顕著な
胃損傷を引き起こ した. DID Sは 37･5 - 300mgkgの経 口投与で ス トレス 漁協を用量依
存的に抑制した. E D50は94･4 mgkg(95 %信頼限界 :64･2
- 139mgn(g)であ っ た o 最大
効果は300mgkgにおいて95 %の抑制が認められた｡
一 方､ o m epr a z oleも2 - 1 6mg/kgで
用量依存的な抗潰癌作用が認められた. E D50は3･1 mg価g(95 %信矧限界 :1･8
- 5･4 mg/
kg)であ っ た ｡ 最大効果は16mgn(gにおい て92% の抑制が認められたo Na
＋
一 組ヰ 交換機構
阻害薬amilorideは顕著な作用を示さなか っ た｡
Table3-4 Effects of D ID S, o meprazole andami loride on ga striclesionsinduced
byrestraintplu sw ater
-im m e rsion stre s sin rats
Treatm e nt n k sion s e v erity lnhibition lrlCide n c e
mgkg,p･ o･ m m %
DID S
Contro1
37.5
75
150
300
0m epra z ole
Contro1
2
4
8
16
AⅡ1ilod de
Co ntr ol
lOO
300
1
1
1
1
1
1
0
0
0
0
0
0
1 0
10
10
1 0
5
5
5
20.9 ± 4.8 10/1 0
17.2 ± 2.2
18.6 ± 3.2
9.0 土 1.9 *
1.0 ± 0.4 **
22.3 土 4.1
15.5 ± 2.3
8.1 ± 1.5 * *
3.9 土 1.2 * *
1.7 土 0.8 * *
23.0 ± 3.0
29.3 i 8.0
12.4 ±4
.5
1 8
l l
57
95
30
64
83
92
1 0/10
1 0/10
10/10
7/1 0
10/10
10/10
10/10
8/1 0
5/10
10/1 0
-27 10/1 0
46 10/10
Values a re e xpress ed a s m e an± SLE･ M . D rugs w e re ad ministe red orally30 min
befo re stre ss･ * P<0･05?
** P<0･01
,
signific antlydiffer e ntfro mthe c orre spond ing
controlgroup.
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考察
前節で はD m Sの 血 vlv oレベ ル における胃酸分泌 に対する作用を検討し､ o meprazole
と同様､ どんな刺激胃酸分泌も抑制するこ とを見い出した｡ 今臥 DID Sの抗潰療作用
に つ いて 検討したとこ ろ ､ 用量依存的な抑制作用が認められた｡ こ の抗潰療作用はお
そらくDⅠD Sの C トH C O3
-
交換機構阻害による胃酸分泌抑制作用に起因すると考えられ
る｡ モ ル モ ッ ト腸管を用 いてbista min eある いはbetbanechol収縮に対してD ID Sの作用を
検討したが ､ 何ら影轡が認められなか っ たこ とか ら､ DID Sの ヒスタミ ン および コ リ ン
作動性受容体抵抗作用はない と考えられる｡
om epra z oleは強力な抗漁協作用を示し､ D IDS の効果と比較すると約30倍強力であ っ
た o O m epr a z oleの 幽門結教法における胃酸分泌抑制作用の効力はDID Sの約 3 倍であ
り､ 抗潰感作周と胃酸分泌抑制作用の効力差の間に差異が見い出されたo こ れは両者
の胃酸分泌抑制の作摺態度による と考えられる . D ID Sは刺激胃酸分泌は抑制するが非
刺激時 の胃酸分泌は抑制しない､ すなわち胃酸分泌抑制は完全で はな い という特性を
有する. - - ･ 一方 ､ 前節でも示したよう にom epr a z oleの 胃酸分泌抑制は刺激酸分泌および
基礎胃酸分泌とも完全に抑制する｡ この 違いがDID Sの抗潰癌作用が弱 いこ とと関連し
て い ると推定した ｡ 水没拘束ス トレス潰癌形成は胃酸の存在が重要な因子とな っ て い
るが､ その 胃酸の 盈が必ずしも胃損傷形成に比例して い ない こ とはYan oら(66)に よ っ
て も報告されて いる｡
胃の粘膜細胞の基底側厳にはNa
＋
- H＋交換機構も存在し､ 細胞軸旧 の酸性化を防ぐ役
割を担 っ て いる(6)｡ 粘膜細胞内pHは胃の内腔が強酸性にな っ て いるため､ 重炭酸およ
び胃粘膜障壁を通過して細胞内に漏入してくるH
'
に より酸性に傾くと考えられる. そ
れに対して細胞はNa＋- H＋交換機構の活性化により細胞内pH の恒常性を保 っ て いる(1).
Na. -H･ 交換機構阻害薬a milorideを処置すると､ その漏入 してきた酸の排除ができなく
なり､ 潰療は悪化するの で はないか という仮説を立て ､ 水痘拘束ス トレス潰蕩に対す
る amilori deの 影響を調 べ て みた｡ しか し､ 今回の検討の範囲内で は有意な影響を得る
こ とはできなか っ た ｡
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第3節 D旧Sの - 般症状およぴ行動に対する作用と急性毒性の検討
本節で は､ Cl
･
-H CO3
-
交換機構阻害薬D ID Sの胃酸分泌抑制用 1中毒最ある い は敦
死量と比較して どの程度かを調 べ る目的で ､ マ ウ ス を用いて DID Sの
･--- ･般症状お よび行
動に対する作用を検討し､ さ らに急性毒性を検討した｡
実験方法
(1) 一 般症状観察
実験動物は dd Y雄性 マ ウ ス(25- 35g)を､ 購入後少なくとも1週間飼育環境に馴化さ
せ実験に使用した｡ 恒温(23 ±2℃)､ 恒湿(50±5%)の餌育宴で ､ 12時間 :1 2時間の 昼
夜サイクル で朝7時の点灯と いう光環境とした｡ 固形飼料及び水道水を与えた｡
一 般症状観察は､ ⅠⅣinの方法(67)に準じ症状観察を行 っ た ｡ DIDSを経 口ある い は静
脈内投与し､ そ の後90分間､ 溶媒の みを投与した コ ン トロ ー ル群と比較しながら観察
を行 っ た ｡ 各群は 3 - 4 匹と した｡
(2) 急性毒性試験
dd Y雄性マ ウス(25- 35g)を用 い ､ D ID Sを経口ある いは静脈内投与した｡ 投与後90分
は コ ン トロ ー ル群と比較しながら連続的に観察し､ その 後 5 日間､ 1 日 1 - 2 回観察
した ｡
実験結 果
1 . 一 般症状観察
D ID S 300mgrkg 経口投与したマ ウス で は 一 般症状におい て異常は認められなか っ
た ｡ 1gnig経口投与で は投与後約30分か ら軽度の自発運動と探索行動の減少を示した
が ､ 筋緊張度や体温の低下は観察されなか っ た｡ 1 00mg鵬 の静脈内投与した マ ウ ス で
は 一 般症状において異常は認められなか っ た ｡
2
. 急性毒性試験
(1) 死亡例
D ID S 2gkg経口投与した マ ウ ス 8 例におい て死亡例は 1 例も観察されなか っ た｡
300mg体g静脈内投与群 8例 におい て は 4例観察された｡
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(2) - 般症妖
DID S2g/kg経口投与群は投与約 30分後に自発運動と探索行動の減少が認められた
が ､ 20時間以内に は回復した｡ また､ 投与後1 - 2 時間において過半数に下痢がみら
れたが ､ 2日目より異常は認められなくな っ た . 体重 ､ 体温も正常であ っ た ｡
D m S 300mgn(g静脈内投与群 8例において は投与直後正向反射の消失､ 筋緊張度の
低下が認められ､ -L-･r-･- 時的な軽度の痩轡が観察された｡ 投与後1時間以内に 2例は死亡
し､ 残り6例は30分以内にjE向反射が回復したo その2日後にはそのうち2例が死亡
した｡
(3) 剖見所見
異常は認められなか っ た ｡
考察
c トH C O3
･
交換機構は第2節で記載した様に胃壁細胞以外に十二指腸､ 小腸や結腸の
上皮､ 腎臓 ､ 聯臓､ 肝臓 ､ 赤血球 ､ 平滑筋､ 涙腺な どに存在する こ とが知 られ ､
一 般
に細胞内の ア ル か)除去に よ っ て細胞内pHの恒常性を保つ 役割を持 っ て い る｡ ま た､
H C O3
-
の 分泌およびCl
-
の 吸収に関する役割も担 っ て いる . したが っ て ､ 全身的にC ト
H C O3
-
交換機構阻審を行えば､ これら組織 へ の影響が考えられる.
覚醒下幽門結敷ラ ッ ト及びウ レタ ン麻酔下ラ ッ ト胃内港流標本を用 いて 血 v7
'
叩 レベ
ルで のD ID Sの作用を検討したとこ ろ､ 幽門結繁ラ ッ トにお いて は3 - 30mgkg十二指腸
内投与で胃酸分泌を抑制し､ 麻酔下ラ ッ ト胃内港流標本で は1 - 1 0mgnig静脈内投与で
刺激胃酸分泌を抑制した｡
今 臥 D ID Sの 胃酸分泌抑制を示す用量が適当であるか どうか ､ 胃酸分泌以外に与え
る影響はどうかに つ い て ､ マ ウス を用いて
一 般症状観察及び急性毒性試験を行 っ た｡
胃酸分泌抑制用量の10倍程度(300mgkg,p･o･ 及び100mg搬i･,I)では特に顕著な作用は
観察されなか っ た｡ さ らに用量を上げて経口投与にお いて は2dkg(約70倍量)で白発
運動の低下など中毒症状を示したが ､ 死に至 る量で はなか っ たo また ､ 静脈内投与に
おいて は300mgkg(30倍量)において も類似の症状を示し､ 8 例中 4 例は死l= したo
これら2gkg 経口投与及び300mgmg 静脈内投与はDID Sの溶解性に より技術的に投与
できる最高用量であると判断し､ L D50を経口投与2帥g以上 ､ 静脈内投与約300mgkg
(マ ウス ♂)とした｡ したが っ て ､ 胃酸分泌をほぼ抑制する用量 30
mgkg(経口投与)及
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び1 0m 紳g(静脈内投与)は マ ウ ス の
一 般症状に は全く作用の ない用量であるという こ
とができるo 麻酔下ラ ッ トの血圧に対しても10mgkgの 静脈内投 ･執ま投与直後のb
- - 過
性のわずかな下降の みであ っ た ｡
今回 ､ D ID S投与マ ウス の ∵ 般症状観察を行 っ たが ､ D IDSは胃酸分泌を抑制する用
量で は顕著な作用は認められなか っ た ｡
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/J＼括
1. 動物個体を剛 ､て C トHC O3
-
交換機構阻賓薬DID Sの胃酸分泌に対する作用を検討
した｡ 胃酸分泌の測定はウ レタン麻酔下ラ ッ ト胃内港流標本および覚醒下ラ ッ ト
幽門結敷標本を用い た｡ さ らに､ D ID Sの 胃液癌に対する作用をラ ッ ト水浸拘束
ス トレス漁場モデルを用 いて検討した.
2 . 麻酔下ラ ッ ト胃内健流標本においてDID Sの 静脈内投与は､ 1 - 10mg佃gの用量に
おいてbethan e chol､ histamin e､ tetragastrin刺激胃酸分泌を刺激其の 種類にかか わ
らず顕著に抑制したo - ･ 方､ DI D Sは基礎胃酸分泌に対して は作用を示さなか っ
た｡
3 . 覚醒下ラ ッ ト幽門結数標本においても､ D ID Sの 3 - 30m〆kg 十二 指腸内投与は
胃液分泌盈および胃酸分泌量を減少させた｡ その 効力は o m epr a z oleの 約 1/2 で
あ っ た ｡
4 . DID S 37.5 - 300mgn(gの 経口投与はラ ッ ト水痘拘束ス トレス潰療を抑制したが ､
その E D50は94mg碓gで胃酸分泌抑制用量から考えると高用量を必要とした｡
5 . マ ウス にD ID Sを投与したと
,
こ ろ､ 胃酸分泌抑制用量 で は毒性は観察されなか っ
た ｡
6 . C トH C O3
一
交換機構阻普薬DID Sに ､ 血 vl
'
tTOのみならず､ 血 vlv oレベ ル で も胃酸分
泌抑制作用がある ことを見い出した. その作用態度は,
'
n vL
'
troで見られ た様に酸刺
激薬の 種類さ
.
こかかわらず刺激胃酸分泌を抑制するが ､ ウ レタ ン麻酔下で の基礎胃
酸分泌に対して は影響を及ぼさない というもの であ っ た｡
7 . 今 回の結果より､ 胃酸分泌抑制の新しい作用点の可能性として胃壁細胞Cl
'
-
H C O3
一
交換機構の 阻書を指摘するこ とが できた｡
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第4章 血管平滑筋における張力および細胞内Ca
2･ 抄 ベ ルに対する細胞内
ア ルカリ化の影響
胃以外の臓器でのCl
･
- H C O3丁交換機構阻害に よる影響を調 べ る目的で ､ 平滑筋を検討し
た. Fig. 4-1に示した様に ､ 平滑筋細胞の細胞膜に は胃壁細胞で見られた様な細胞内p
Hを
一 定にするための Cl
-
- E C O3
一
交換機構の存在が報告されて いるo したが っ て ､ D ⅠDSを処
置すると細胞内アル か)化が引き起こされると予想できる. 細胞内pHが
i絹 儀機能に及
ぼす影響に関して はあまり明らか にされて いないo そこ で⊥ ラ ッ ト大動脈標本を用い
て細胞内ア ル かノ化における細胞内Ca
2＋と平滑筋張力 へ の影響に つ いて 検討したo 本
研究で は細胞内Ca2十と平滑筋張力の関連性を明確にするために ､ ラ ッ ト大動脈標本に
おける平滑筋張力と細胞内Ca
2十 レベ ル の 同時測定法を確立し､ 両者の経時的変化を測
定した｡
予想に反し､ D IDSは血管平滑筋の細胞内Ca
2＋と張力に対して何 ら作用を引き起こさな
か っ た｡ そこ で ､ 細胞内アル カリ化を別の方法で 引き起こ した時の平滑筋の反応に つ い
て検討を行うこ とにした｡ 細胞内pHと細胞内Ca
2十 レベ ル との相互作用に関して は種 々 の
組織 にお い て そ の 関連性が報告され､ 平滑筋におい ても細胞内酸性化ある い はア ル カ
H
＋
a
し H
K
'
.
K
@
Cl
H CI
Lu M E N
Na王
H20＋CO2
†与
H2CO3
†与
H'＋ HCO3
'l
Crl
PHI - 7･2
Ga stricParietal Ce‖
H CO3
'
p門) 妙 7A2
Nat
Cl｢
H
＋
Sm o oth Mu s cle Ce円
H
＋
H C O3
'
K＋
Fig･ 4-1 Co mprehensive models ofion tra n sportpathw aysin gastricparietal celland in
s m o otb m u s cle c ell
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リ化に よ っ て細胞内Ca2＋ レベ ルが 上昇する こ
'
とが観察されて いる(68,69)｡ また細胞内
p汁上昇に よる平滑筋収縮に つ いて も若干の検討がなされて いる(70). しか し､ 大部分
の報告は細胞内ア ル か)化よる細胞内Ca2･レベ ル ､ あるい は張力変化に関する報告で
あり､ 収縮機序に関する検討はなきれて い ない｡ そこで ､ 細胞内アル かノ化に よる血
管平滑筋張力と細胞内Ca2＋レベ ル変化の同時測定を行い､ その 関連性に つ い て検討を
行 っ たo 細胞内ア ル か)化に はNH4C舷を用い たo こ の方法は栄養液のpHには影響を
与えず､ 直接細胞内pHを･1l昇させるこ とがよく知られて いるo 本章で は､ ラ ッ ト摘出
大動脈標本を用 い で平滑筋張力と細胞内Ca2＋動態に対するN H4Clの影響に つ いて検討し
た｡
実験方法
(1) ラ ッ ト摘出大動脈標本の作製
Wistar系雄性ラ ッ ト(2 70- 350g)を 刷 ､､ 常法に従い大動脈の内皮除去らせん条片標
本を作激した｡ ラ ッ トを撲殺､ 放血 した後､ 開胸してすみやか に胸部大動脈を周囲組
織から分離して摘出した｡ 大動脈を大動脈弓に近い部分で切断し､ 酸素ガス(loo鞄02)
が通気された栄養液中に移した｡ 大動脈に付着して いる脂肪､ 結合組織をて い ね い に
除い た後､ 血管を回転させなが らは革みで らせん状に切り､ 幅 3 m m ､ 長さ 20m mの
条片を作製した｡ 血 管内皮の除去は栄養液で湿らせた脱脂綿ある いは指でやさ しく擦
る こ とに よ っ て行 っ た｡ 内皮が存在しない ことはnorepinepbrin e(300nM)収縮に対する
acetylcholin e(10叫M)の弛緩がない こ とに よ っ て確認した｡ 約 10分間､ 血管条片を平
衡化させた後､ 実験を開始した｡
(2) 血管平滑筋張力と細胞内Ca2＋濃度の同時測定
作製した大動脈標本を細胞内Ca2
'測定装置(C A P-1 00､ 日本分光)の恒温バ ス ユ ニ ッ 卜
中にFig. 4-2に示す様に水平方向に装着した｡ 標本の片端はピンで固定し､ もう片端は
荷重変換器に懸架した. 収縮力は等尺性に測定し､ 同時に細胞内Ca
2十濃厚はfur a-2を用
い た蛍光色素法にて 測定した. 平滑筋の収縮力は荷重変換器(T7-8-24 0､ 三栄)で等尺性
に測定し､ ア ンプ(1237､ 三栄)で増幅して コ ン ピュ ー タ ー(P C98､ N E C)にて 記録した｡
標本 へ の fura-2負荷は ､ 5 汁M fura-2/A M, 0･05 %cre m ophore, 1% D MSOを添加した栄養
液に室温で 3 - 9時間浸す こ とに より行 っ た ｡ 標本に340及び380n m の励起波長を交互
に照射し､ 得 られ る蛍光を500n mの フィ ルタ - を介して光電子増倍管にて 測定､ こ の
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蛍光強度 の 比(R 34O/3 80)を算出したo Fu ra-2 負荷標本 におい て細胞内Ca
2'の 増加は ､
F340蛍光は増加､ F 380蛍光は減少､ そ の比R 340/3 80が増加として測定されるo 標本に
は0.5 - 0.7gの負荷をかけた｡ 平衡化として ならしを高K
＋液 で3回､ n o r epineph rine(0･3
”.M)で 1回行な い ､ 実験を開始した. Fu ra-2の退色を避けるため に励起光の 照射は測定
時の み とした｡ 標本に よる反応性や標本の大きさの違いを考慮して ､ 収縮ある いは細
胞内Ca2'上昇は無刺激状態(静止状態)を0%とし､ 高K'液 で引き起 こ される反応を100 %
として評価した｡
(3) 栄養液
栄養液の組成は､ NaCl,136.9;KCl,5.4;MgC12,1.0;CaC12,1.8;glu c o s e,5.5;H EP ES,20;
E D T A, 0.01;as c orbic a cid,0.1;T P E N,0.01(m M)(pH 7.4)で ､ 70m M K
＋液(高K
＋液)はNaCl
を72 3m M ､ K Clを70m M に したもの ､ Ca2＋除去液はCaC12の かわりにE G T AO.5 m M を
加え たものである ｡ 液漕内の栄養液は酸素ガ スを通気した｡
(4) 細胞内Ca2＋量の算出
細胞内Ca2＋の絶対量は正確に は計算できない ため(71)､ R 340/380を細胞内Ca2＋ レベ ル
の指標として実験して いるグル ー プも多い(72)o しかし､ 下に示したGrynkiewic zら(73)
が提案した式(A)に より細胞内Ca2'絶対量を計算するこ とはできる｡ 本章で は(A)式によ
り計算をし､ その後､ R 340/380を細胞内Ca2＋量の 指標とした｡
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【Ca2＋】i - K dx【(臥 - Rmin)/(Rm a x - R)]× Ff2/F b2. ” . . .. .(A)
(A)の式の Rr nax はすぺ て の fur a-2にCa2'が結合したときのR340/380､ Rminはすベ て
のfu r a-2i)i遊離型 の と尊のR 340/380､ Rは測定値､ Ff2とF b2はそれぞれfura12が遊離型と
Ca2＋結合型の ときの38()nm 励起蛍光強度､ そして Kdはfur a-2とCa2'の解離定数 224nM
で あるo Rm a xおよび Rmin は､ 実験終了後0.3%trito nX-1 00および3 m M E D T A含有
の栄養液で処理する こ とに より得た｡
(3) 使用薬物
D ⅠD S
､
fu r a-2/A M､ T P E Nは同仁化学(熊本)より､ Cre mophorE Lはナカ ライテ スク(京
那)より､ I-71()rePin ephrirle bitarta rate､ v erapami l hydr o chloride､ am m oniu m chlorideは和
光縦糸(大阪)より､ tetr()dot()Ⅹinは三共(束京)より､ phentolamin em esylateはフ ナ コ シ(東
京)よりそれぞれ購入 したものを用い た｡
(4) 統計処理
結果は n 匹の ラ ッ トか ら得られる平均値±標準誤差で表示した｡ 統計計算は､ F検
定の後 に ､ 2群間の平均の差のt検定を行 っ た｡
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実験結果
1 . CトH C O3
･
交換機構阻害薬D 旧SおよぴNa
十
-H'交換機構阻害薬a miLorideの血管平滑
筋張力および細胞内C革2＋ レベ ル に対する作伺
結果は示して いな いが ､ DID Sは血管平滑筋の細胞内Ca
2＋
レベ ルある い は'3R 力に対し
て何ら作用を示さなか っ た o また､ 同様にami lori deも細胞内Ca
2＋ レベルある いは張力に
対して影響を及ぼさなか っ た｡
2
.
N H4Clに よる細胞内ア ル カリ化の血管平滑筋張力
●
お よび細胞内Ca2＋ レ ベ ル に 及ぼ
す影響
Fig. 4- 3aにN H4Clに よる細胞内Ca
2＋上昇と収縮を､ 高K＋液の 最大反応に対するパ - セ
ン≠ - ジで 示した ｡ N H4C1 40m M の投与に よ っ て 一 過性の細胞内Ca2'上昇と比較的持
続性 の収縮が観察された｡ 反応 の 大きさは高K＋液に よる収縮の1/3程度 ､ 細胞内Ca2
＋上
昇の1/2程度であ っ た｡ N H4Clによる細胞内Ca2＋変化は 一 過性上昇の後､ 静止時 の レベ
ル よりは若干高い倦ま で減少し安定した｡ 細胞内Ca2＋ レベ ルを計界したとこ ろ､ 静止
時は1 09±1,6 n M ､ ピ ー クは2 4 6 ±4 8n M ､ その 後の安定僑は1 33±2 3nM で あ っ た
(n =5)｡ 収縮と細胞内Ca2
＋
の 経時変化の関連は細胞内Ca2＋上昇の方が収縮に先だ っ て発
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現したo ま た､ N H4Cl除去 7分後にもう 一 度投与すると1回目と同程度の反応が得ら
れたo さらなる繰り返し段別 こよ っ ても､ 類似の反応が得られた(Fig.4-3a)｡ N H4Clに
よる細胞内Ca
2リニ昇と収縮は 10 - 60m M において濃度依存的で ､ 最大反応が得られる
N H4Clの浪度は60m M であ っ た(Fig･ 4-3b).
これらの 反応に つ いて 神経性の要因が関与して いるか どうかに つ いて神経伝導速断
薬tetrodoto xin(
r
rT X
,
0 3叫M)ある い は α - ア ドレナリ ン受容体措抗薬phe ntolamine(3LAM)
の作用を検討した｡ その結果､ T T Xによ っ て N H4Cl(40m M)による血管平滑筋収縮(コ
ン トロ - ル 29±7%､ m X処置群 31±7%､ 両群間の有意差なし)および細胞内Ca2十上
罪(コ ン トロ - ル 49±呂% ､ m 鮎置群 49±6%､ 両群間の有意差なし)はともに影響を
受けなか っ た ｡ さ らに ､ phentolamin eによ っ てN H4Cl(40m M)による血管平滑筋収縮(コ
ン トロ - ル 31±7%､ phe ntola min e処置群 33士10%､ 両群間の有意差なし)および細胞
内Ca2＋1:.罪(コ ン トロ - ル 42±5 %､ phentolamine処置群37±4%､ 両群間の有意差なし)
はともに影響を受けなか っ た ｡ 0
3 . N 卜紬C=こよる血管平滑筋収縮および細胞内Ca2＋上昇に対するCa2十括杭薬v e r apa miI
およぴCa2＋除去液の作周
N H4Cl(4 0m M)に よ る血管平滑筋収縮および細胞内Ca
2'上昇に対するCa2＋措抗薬
v er ap rnil(1叫 M)の作用を検討したo その結果､ N H4Clに よる細胞内Ca
2'上昇および収
縮は抑制された(Fig.4-4a)o しか し､ その 抑制は完全で はなく､
一 部は抑制されなか っ
た ｡ ま た､ Ca2ヰ除去液に よ っ て もN H4Clの反応に対して部分的な抑制が認められた(Fig･
4-4b)0
Fig. 4-5に示した様にCa2
＋除去液中で はN H4Cl(40m M)の繰り返し添加によりN H4Clに
ょる血管平滑筋収縮および細胞内Ca
2'上昇は減弱した｡ さ らに ､ N H4Clを投与すると2
回目の反応はさらに減萌した. その後 ､ 再度通常Ca
2＋濃度の栄養液に戻すとN H4Clの反
応は回復した｡
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考察
胃以外の臓器で のCl
一
胡CO3
-
交換機構阻審の影響を明らかにする目的で ､ 平滑筋を検討
した｡ Fig･4-1に示した様に ､ 平滑筋細胞の細胞膜には胃壁細胞で見られたような細胞内
pH調節に関連するイオ ン輸送機構を持 っ て いる｡ Cl
-
-HC O3
‾
交換機構の存在も報告され
て いるの で ､ 阻磐薬DⅠD Sを処置すると細胞内ア ルカリ化が引き起こされる と予想でき
る. そ こで ､ ラ ッ ト大動脈標本におけるD ID Sの 細胞内Ca2'と平滑筋荘カへ の 影響に つ
いて検討したo 予想に反し､ DⅠD Sは血管平滑筋の細胞内Ca2＋と張力に対して何 ら作用を
引き起こきなか っ た｡ このDⅠD Sの無影響につ いて は､ 血管平滑筋において静止状態で は
cトH CO3
-
交換機棉活性が低いため細胞内アルカリ化が引き起こされなか っ た､ あるいは
細胞内ア ル か)化は起こ っ て いて も平滑筋にl:伊勢を及ぼさなか っ た可能性が考えられ
た｡ そこ で ､ 細胞内ア ルカリ化を別の方法で引き起こ した時の平滑筋の反応に つ いて検
討を行うこ とに した｡
これまで に平滑筋機能と細胞内pHに関する検討はなされて いるが ､ 細胞内ア ルカリ
化よる細胞内Ca2＋ レベ ル ､ あるい ぼ張力変化に関する報告であり､ そ の収縮機序に関
する検討はあまりなされて いない ｡ そこ で ､ 細胞内アル かノ化状態における血管平滑
筋張力と細胞内Ca之十 レベ ルの 同時測定を行い ､ その 間適性に つ いて検討を行 っ た｡ 摘
出平滑筋の細胞内Ca2'レベ ル と張力の同時測定の方法は尾崎ら(74)およびBrus chiら(75)
によ っ て 開発された｡ こ の 方法はこれまで に種々 の収縮薬や弛緩薬の作用メカ ニ ズム
の解明に用 いられ てきた｡ 今回の検討においてもこ の 方法を用いて血管平滑筋の細胞
内Ca2十および張力に対する細胞内ア
ル カ リ化の影響を検討 し､ それ ら
の関連性に つ い て考察を加えた｡
平滑筋の細胞内ア ル カ リ化 に は
NH4Cl法を用い た｡ Fig. 4-6に示す
様に ､ N H4Clはア ン モ ニ ウ ム イオ
ンが ア ン モ エ ア とな っ て細胞膜を
透過し､ 細胞内をア ル カリ化する
とされて い る｡ こ の 際に ､ 細胞外
のpH ､ すなわち栄養液のp印こは影
響を与えな い ｡ 今 回使用した栄養
pHo ･ ･7･4
N H4CI
Nと4＋ pj
”'
NH3
pHid3d7.1
H＋
NH3ゝN H4.
pHi ヰ
ら (T
C
e
a
2
n
'
:i三n書
Fig･ 4-6 Mtchanism of intr acellular alkaliniz atio n
indtlCedbyN H4Cl
- 55-
液に40m M NⅠi4Clを加えたとこ ろ ､ △pH O･01酸性側 に変化したo 40 m M 追加 したと
こ ろ､ さ らに△pH O･01酸性側に変化した. この よう に ､ 細胞外pHはN
'
H4C儀 加に よ っ
て もほとん ど変化しなか っ た｡
一 方､ N H4C1 30m M は摘出子宵平滑筋において細胞勺
pHを0･2pH単位上昇させる こ とが知られて いるo 本研究で は細胞 軸 H測定まで 至 っ て
い な い が ､ NⅠi4Clを用い た今回の研究は細胞内アル か)化に よ っ て 引き起こ された現
象として 理解できる｡
N H4Clは ､ 血管平滑筋の収縮と細胞内Ca
2＋の上昇を引き起こ した｡ N H4Clの反庇こは故
度依存的であ っ た｡ また､ NⅠi4Clの 除去に より静止時レ ベ ルまで戻り､ 繰り返し投与
に よ っ て 同様の反応が得られた｡ したが っ て ､ こ の反応は生理学的なもの であると考
えられた｡ こ のN H4Clの 反応は神経伝導遮断薬 m ､ あるい は α - ア ドレナ リ ン受容体
措抗薬phentolamineで影響されなか っ たこ とより､ n o r epinephrin eと い っ た神経伝達物
質遊離 の関与はなく､ N H4Clの 平滑筋直接作用と考えられた｡ こ の ように ､ 細胤勺ア
ル カリ化 は平滑筋収縮と細胞内Ca2＋上昇に繋がる こ とが明らか とな っ た ｡ したが っ
て ､ Cl
-
-H CO3
-
交換機構阻害薬DID Sが血管平滑筋の細胞内Ca
2＋と張力 に対して何ら作用
を引き起 こさなか っ た理由は､ 静止状態においてCl
‾
- H C O3
‾
交換機構活性が低い ため に
D Ⅱ)Sに よる阻害が起こ っ て も平滑筋の機能変化には至らなか っ たの であろうと考えられ
た｡ 一 方､ 細胞内ア ルカリ化した状態において ､ C トH C O3
‾
交換機構阻審の平滑筋収縮
と細胞内Ca2＋に及ぼす影響に関して は今後の興味深い課題である0
N H4Clの反応は､ L型Ca2'チ ャネル速断薬ve rapami l､ およびCa2
十除去液に よ っ て部分
的に抑制された こ とか ら､ その 反応には電位依存性 L型Ca2＋チ ャネルを介するCa2＋流入
が 一 部関与するこ とが示唆された. ま た ､ Ca2十除去液抵抗性の細胞内Ca2＋上昇は ､
N H4Clを2 - 3回投与する こ とに よ っ て消失し､ 再度通常栄養液に戻すと反応は回復す
る こ とか ら､ 細胞内Ca2十ス トアか らのCa2＋遊離によるもの と考えられる｡ この 細胞内ア
ル カリ化 による細胞内Ca2＋遊離の 機序は明らか で はな い が､ 細胞内Ca2＋ ス トア の Ca2＋
チ ャネルが細胞内ア ルカ リ化に よ っ て 開孔することが考え られる(76)0 pH感受性Ca
2'
ス
トア の 存在は血管内皮細胞におい ても推定されて い る(77)0
今回の 知見はSiskindら(68)に よる報告と幾分異な っ て い る｡ A7r5血管平滑筋細胞に
おいて彼らは細胞内ア ルカリ化に よる細胞内Ca2'上昇はv erapamilに よ っ て影響されな
いこ とを観察し､ それは細胞内Ca2＋ ス トアか らのCa2＋遊離 のみ に よる こ とを示唆した｡
しか し､ そ の報告の中でCa2＋除去液で の細胞内ア ルカリ化の反応がCa2＋存在下よりも小
さ い こ とより､ 程度はわずかであるが細胞外からの Ca2＋流入 の関与も考慮して いる｡
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-･- ･ 方､ B C 3 H岬 滑筋細胞で はCa2＋除去液中では細胞内Ca2'上昇が消失することを報告し
て いる(69)o これ らの知見の相違は使用した標本によるもの であろう｡
N H4Clに よる収縮は細胞内Ca2＋上昇とよく対応して いることから､ こ の収縮は細胞内
Ca2＋の上昇によるもの であるこ とが示唆されたo しか し､ 細胞内Ca2＋上昇は 一 過性であ
るの に対し､ 収縮は持続性であるので ､ N H4Clに よる収縮はすベ て細胞内Ca2＋上昇によ
る訳で はない と考えられたo この細胞内Ca2'と張力の解離は栄養液中のCa2＋の コ ンタミ
に よるもの で はない o それは ､ EGT A(0･5m M)は理論的に はCa2＋除去液中の Ca2＋濃度を
1rlM以下(37℃ ､ pH 7.1)にする こと､ 大動脈は高K＋ ｡ Ca2＋除去液によ っ て は収縮しな い
こ とか らも推察で轟る｡ --I.-▲･方 ､ n o repinephrineもCa2'除去液中で細胞内Ca2'を上昇させな
い でLflL管収縮を引凄起こすこ とが報告され､ それ は収縮タ ン パ クのCa2'感受性の上昇
(78)ある い はミオ シ ン リ ン 酸化非依存性の収縮機序(79)に よると説明されて いる｡
細胞内pHと張力との関連に関する いくつ かの知見が報告されている. 細胞内pH上昇
と収縮に は直線の相関関係が観察されて いる(70)｡ ラ ッ トの腸管膜標本において は細胞
内ア ルカリ化直後に - - 一過性の 平滑筋収縮が引尊起こされて いる(80). 一 方､ ラ ッ ト摘出
大動脈標本におい て はN H4Clの添加はすぐに は筋張カの変化は見られず､ 20分後ゆ っ
くりとした収縮が観察されて いる(81)｡ この よう に ､ 細胞内pHの 上昇は平滑筋収縮に
繋がるが ､ 収縮 の パ タ ー ンは標本に よ っ て 異な っ て いる . 今回の検討で は､ N H4Clは
持続性収縮を引き起こ した｡
これま で に細胞内pH の上昇が どの様な機序で平滑筋張力に影響を与えて いるかに つ
い て は完全に解明されて いるわけで はな いが ､ Ⅶ rayの総説(82)には いく つ か の 可能性
が提案されて い るo 最も重要な要因とされて い るの は細胞内Ca･
2'の 上昇である｡ 細胞
内の ア ル か)化は細胞外からのCa
2'流入 ､ あるい は細胞内のCa
2十遊離を引き起こ し､ そ
れに よ っ て 収縮に至る こ とが考えられて いるo 今回の検討においてもN H4Cl処置した
大動脈 において ､ 細胞内Ca
2十上昇が収縮よりわずか に先行して起こるこ と､ 細胞内Ca
2＋
上昇速度が平滑筋収縮速度より若干大き い こ とを観察した｡
一 方､ 前述の よう にCa
2十
非依存性の収縮機序の存在も考えられて いる｡ ス キ ン ド筋において
一 定のCa2十量で は
ア ル かノ性 の方が大きい収縮がみられるという報告(83)､ またアル かノ条件下ではカル
モ ジ ュ リ ン の Ca2
.結合能が上昇するという報告(84)がある｡ 実際､ 摘出子宮標本におい
てN H4Clは細胞内アル かノ化に よ っ て 白発性収縮を増大させる こ とが観察された(85)o
また ､ 今回の検討においてもN =4ClはCa
2･上昇な しで収縮を引き起こすこ とが観察され
た｡ N H4Cl処置大動脈標本における細胞内Ca
2･と張力の解離は､ 収縮タ ンパ クのCa
2'感
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受性 の 上昇に よ っ て 説明されるかも知れな い｡
平滑筋の細胞膜においても､ Na
'依存性および非依存性C トH CO3
'
交換機構､ Naヰ - H＋
交換機構とい っ た細胞内pⅠiを 一 定にする輸送系が存在する こ とが報告されており(82,
86)､ いく つ かの内因性物質が平滑筋の細胞内pHを生理学的に変化させるこ とが報告さ
れて いる. 例えば､ angiotensinIIは平滑筋細胞におい て細胞内pH調節機構を介して-
”-･-～
過性に細胞内を酸性化し､ それ に引き続きア ル カリ化する こと(87,88), arginine v a s o-
pres sinは腎臓の メサ ンギウム 細胞に お いて細胞内pH調節機構を刺激するこ と(89)､ ま
た､ 平滑筋細胞においてproteinkin a s eCの活性化薬 はNa
＋
rH
＋ 交換機構の活性を上昇さ
せる こ とによ っ て細胞内ア ルカリ化する こ とが観察されて いる(90)o 今回の検討で は､
細胞内ア ル カリ化がCa2＋流入 お よび細胞内Ca2十ス トアか らの Ca2
＋遊離を引き起 こ し､ 平
滑筋収縮に至る こ とを明らか に した. これ らの こ とを考え合わせると ､ 内因性物質に
よる細胞内pⅠ壌化は細胞内Ca
2＋変化を介して平滑筋収縮を調節して いる可能性が考えら
れた｡ この ように､ 細胞内pHは細胞内Ca2＋あるいは収縮系の変化を介して平滑筋収縮に
対して 重要な役割を果たして いる こ とが推測された｡
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小路
1 . 胃以外の臓器での C トHCO3
-
交換機構阻賓による影響を調べ る目的で､ 平哨儲を検
討したo また､ 細胞内ア ルカリ化における細胞内Ca2＋と平滑筋張力 へ の影響に つ
いて 検討したo 本研究で は細胞内Ca2＋ と平滑筋張力の関連性を明確にするため
に ､ ラ ッ ト大動脈標本における平滑筋張力と細胞内Ca2＋レベ ルの 同時測定法を確
立し､ 両者の経時的変化を測定した｡
2 . D ⅠD Sは血管平滑筋に対して 何 ら作用を引奮起こさなか っ た｡ これは静止状態にお
いて Cr 胡 CO.r交換機構活性が低いために ､ DID Sによる阻繋が起こ っ て も平滑筋の
機能変化には至らなか っ たと推察したo
3 . 平滑筋の細胞内をア ルカリ化する目的で血管平滑筋にNH4Clを投与したとこ ろ､
- 過性の細胞内Ca2＋の 上昇と持続性の収縮が観察された. こ の細胞内アル カリ化
による細胞内Caヱ＋上昇 と平滑筋収縮はCa2＋ チ ャネ ル速断薬 ve rapamil､ あるい は
Ca2＋除去液の処置に よ っ て部分的に抑制されたo また ､ Ca2＋除去液中でN H4Clを
繰り返し加えるとそ の反応は滅弱した｡
4 . これらの結果より､ 平滑筋が細胞内ア ルカリ化される.t､ 細胞内Ca
2'ス トアからの
Ca2＋遊離および細胞外からの C㌔＋流入が引き起され､ 平滑筋収縮に至るこ とが明 ら
か とな っ た｡
5 . いくつ かの内因性生理活性物質は細胞内pHを変化させる こ とが知られて いるので ､
内因性物質に よる細胞内pH変化は細胞内Ca2＋変化を介して平滑筋収縮を調節して い
る可能性が考えられた｡ この ように､ 細胞内pHは細胞内C㌔＋あるいは収縮系の変化
を介して平滑筋収縮に対して重要な役割を果たして いるこ とが推測された｡
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第5章 マ ウス摘出全胃標本におけるNaL',K＋ -A TPas引こ作潤する化合物の
胃酸分
■
泌に対する効果
Na＋,K
'
- A T Paseは細胞の膜電位形成を担 っ て いるイ オ ン輸送系であるが ､ 胃壁細胞で
は ､ H＋,K＋ - A T Pas eの活性化 に必須である細胞内K＋を供給する役割も有して い る(9)0
Na＋
,
K十 - AT Pa seをo u ab ainに よ っ て 阻零すると､ 静止時の基礎胃酸分泌が抑制されるとい
う知見は､ 古くCo ope rstein(10)､ ある い は Da v e npo rt(ll)に よ っ て報告された｡ その
後 ､ ウサギ胃腺に おいて ､ o u abain が bistamine 刺激胃酸分泌を減少させる こ とが報告
された(12,91)o
最近､ 内因性o u abain および digitalis様物質が ヒ トを含む噂乳類の血暗から見い出さ
れた(92,93)｡ 高血圧病態 モ デルおよび高血圧患者において ､ これら内因性物質の 血中
レベ ル上昇が観察されたこ とか ら(94,95)､ 本態性高血圧症との関連性が注目されて い
る. 内因性ouab ain の 生理学的役割は未だ明らか にな っ て は いな いが ､ digitalis 様活性
は体内の多くの組織に分布しており(96)､ 種々 の臓器の機能に影響を及ぼすこ とが考え
られる(97)｡ また､ 消化管の機能に対しても何らかの影響を及ぼして いるこ とば容易に
考え られる. 本章で は胃酸分泌とNa',K' -A T Pa s eとの 関連に注目し､ マ ウ ス 摘出全胃標
本を用 いて ou abainの 胃酸分泌 に対する作用を検討した｡
第1節 Na＋,K' - A T Pa s e阻害薬o u abainの刺激胃酸分泌 に対する作用
上述の様に ､ o u abain の 基礎および刺激胃酸分泌 に対する作用 の検討は行われて い る
が､ bistamine以外の刺激に対するouabainの作用に関して は検討がなされて い な い ｡ そ
れは､ 最もよく用 い られて い るウサギ胃腺標本で はbista min e､ dibutyryl cyclic AM P
(D BcA M P)とい っ た細胞内cyclicA M Pを介する酸刺激薬以外で は顕著な胃酸分泌が得ら
れないためである(8)｡ そこ で ､ 本節で は摘出 マ ウス胃標本を用い ､ o u abainの 種々 の 刺
激胃酸分泌 に対する作用の検討を行 っ たo ま た､ 栄養液か らK'イオ ンを除去する処置
に よ っ て Na十,K T- A TPas eを阻害し､ その 際の胃酸分泌 の変化に つ い て も併せて検討し
た｡
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実験方法
(1) 摘出マ ウ ス 全胃標本の作製
摘出マ ウ ス 金田標本の作製および胃酸分泌 の測定は第2章に記載してある様に､ 既
報(38,9 8)に若干の改良を加えたWatanabeらの方法(39)に従い行 っ た ｡ 栄養液の組成は
Szele nyiの 報告(99)に従い作製した｡ 渠膜側栄養披からのK'除去(K'除去液)は､ KClと
K.H2PO4をそれぞれ等魔のNaClとNaH2P O4に置換する こと によ っ て 行 っ た ｡ .
(2) 使用薬物
Ou abairl､ hista min edihydr o chlo ride､ atropine s ulphateはナカ ライ テス ク(京都)より､
bethane cholchloride､ dibutyryladeno sine-3
1
:5T･cyclic m onopho sphates odiu m s alt(D BcA M P)
はSigm a(St. Lo uis)より､ A 231 87はCalbio che m(Sam Diego)よりそれぞれ購入 した.
O m eprazoleは吉富製薬より恵贈された｡
(3) 統計処理
胃酸分泌量は各種刺激弗投与後 o u abain 処置前の最大分泌量を100%として表示し
た. 結果はrl匹の マ ウ ス か ら得られるデ - 夕を平均値 ±標準誤差として表示した. 舵
計計算は､ 比較する群が 2群の場合はF検定の後に ､ 2群間の平均の差のt検定を行 っ
た. 3群以上の場合は 一 元配置分散分析の後､ Bonferroniの多重比較を行 っ たo P<0.05
を統計的有意として みな した｡
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実験結果
1
.
Hjstamine およぴbethan e choL誘起胃酸分泌に対する ou abaLin の作用
Hista mine(500LAM)は刺激後30分以内に ピ ー クに達する持続性胃酸分泌を引き起こし
た｡ Ou abain(100.LAM)を刺激30分後に渠膜側栄養液に投与すると､ 添加直敵
･･- -過性の駿
分泌冗進を引き起こ した｡ そ の後 ､ o u abainの作用はゆ っ くりとした抑制に転じ､ 1時
間後に基礎胃酸分泌の レベ ルまで減少させた(Fig. 5-la)｡ こ の抑制は o u abain 1 0- 1 00
BLMの 範囲で濃度依存的であ っ た . ム ス カ リ ン作動薬bethanpchol(10pM)は刺激後30分
以内に ピ ー クに達する持続性胃酸分泌を引き起こ した｡ Betha n e cbol誘起胃酸分泌に対
して は ouabain添加直後から急激な胃酸分泌の減少が観察された(Fig. 5-1.b).
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Fig･ 5-1 Effects of o u ab ain op (a) hista mine (H ist)- and (b) betha n e chol
(BeCh)-stim ulated ga stric a cids ecretio n l n m o u s eis olated whole stom ach. Ou ab ain w as
applied 30 min after Hist(500FLM)orBeC h(1
.
0pM)w asadded･ Ga stric a cido utput per1 0
min w a s e xpre ss ed as apercentage of the m a x l m u mrespons etO the s e cr etagogu eused(H ist:
3
:
3 6土 0･21;BeCh:2･83 ± 0･26FLEq/10min)h ea ch pr eparatio n. 辛 P<0.05, ** P<0.01,
signific antlydiffer e nt&om the c o ntr olgr o up･ Ea ch valu erepres e nts m e an± S. E. M .(v e rtical
bar s);n = 6 for(a);n =4- 6 for(b)･ Co ntr olO;o uabainlOFLM ⑳, 30FLM A, 100FEM 酷.
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2 ･ Hjstamineおよびbethane cho儲起胃酸分泌 に対するK･除去液の作用
Na＋
,
K＋ - A TPas eを阻害するために発願側栄養液の組成からK'イオ ンを除去し､ K･除去
液を調製したo 監＋除去液も() u abinと類似の反応を示した｡ すなわち､ K･除去液はhis-
ta mine誘起胃酸分泌を-I- 償 性に増大させ ､ それに続き減少させた(Fig. 5-2a). - 方､
betha nechol誘起胃酸分泌 に対して は抑制の みを示した(Fig. 5-2b)0
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(BeC h)-stim ulatedgastric a cids e?
●
etion m m ouseis olated whole sto m a ch･ Ⅷ etre atm entwith
K＋ -fre e s olution w asdo ne 30 mln after mist(5 00FLM)or Bach(10pM)w as added. In a
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-fr ee ser osalsolution group･ Gastric acid
otltPutPe r10min w as e xpr es s edas aperc entage ofthe ma xim u mre sponsetothe secretagogu e
u sed(Hist:2.36土 0.24;BeC h:2.45土 0.24FLEq/10 min)inea chpr epa r ation･
* P<0.05, * *
P<0.01, signi丘c antlydiffer e nt丘o m the c ontr olgroup･ Eachvalu e represents m ean ±S･E. M ･
(v e rticalbars);n = 5, Co ntrol0;K＋ -fr ee se ro s als olutio n@ ･
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3 . Histamin eおよびbethane chol誘起胃酸分泌 に対するo m eprazoleの作用
プ ロ トンポンプイ ン ヒ ビタ ー om epr a z ole(10- 1 00抄M)は histamin e､ betha nechol誘起
胃酸分泌 どちらに対しても投与直後から抑制を示した(Fig･ 5-3)0 Om epra z ole(100けM)
添加後40分で酸排出量はほぼ 0 に な っ た ｡
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Fig. 5-3 Effects of o m eprazole on (a) hista min e (m ist)- aJld (b) betha ne chol
(BeC h)-stim ulated ga stric a cidsecr etion in mouseis olated whole sto m ach. Om epra z ole w a s
applied 30 min afterHist(500FLM)or BeCh(1
.
0FLM)w a s added･ Ga stric a cido utputper10
mh w a s e xpre s s ed a s aperce ntage of the 甲a Xl m u m r espon etO the s e cretagogue u s ed(Hist:
3･40± 0･19;BeCh:3･20土 0･13FLEq/10min)in e a chpr eparation. * * P<0･01, significantly
differ e nth'o m the c ontr olgroup･ Ea ch v alue repre sents m e an± S･E. M .(v ertical bars); n =5
for(a);n=5-6 for(b). Co ntrolO ;o m epr azolelOFLM ◎ , 10FLM 髄 .
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4. DBcA M Pある 川孟A 23 1 8 7誘起胃酉突分泌 に対するo u abainの作用
DBcA M P(3(､)0ドM)およびA 231 87(30pM)は刺激後 60分以内に ピ ー ク に達する持続
性胃酸分泌を引き起こ した｡ D BcA M P刺激胃酸分泌においてもo uabain(100pM)は 一 過
性の胃酸分泌増大作月ほ それに引き続く抑制作用を示した(Fig. 5-4a)o 一 方､ o u abain
(1〔ト10(
L)ト且M)はCa2＋イオ ノ ブ オ アA 23187誘起胃酸分泌を投与直後から急激 に減少させ
た(Fig. 5-4b)0
5 . Ou abainに よる … 過 性胃酸分泌増大作用に対するatropineの作摺
Histamin e刺激胃酸分泌におけるou abain(100汁M)添加あるい はK＋除去液処置直後に
観察される-y-▲･傭 牲胃酸分泌増大は､ 抗ム ス か) ン作用薬atropin e(1uM)の前処置によ っ
て 消失した(Fig暮 5-5a,ら)｡ き らに ､ atr()pin e(1 汁M)の前処置はD BcA M P*U激胃酸分泌 に
おける ～-･L･一過性増大作用も消失させた(Fig. 5-5c)o 一 方､ A 23187刺激胃酸分泌 における
ouabain の抑制作F-馴ま何 ら影響を受けなか っ た(Fig. 5-5d)o
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考察
Histamin e*u数日酸分泌において ､ o u abainは - 一 過性増大作用とそれに引き続く抑制作
用を示したo Na
ヰ
,
K＋- A TPas e阻賓を目的とした焚膿側栄養液のK'除去処置もou abainと同
様の結果を示した｡ こ の--･･ 適性の胃酸分泌増大相はatropineによ っ て消失したこ とか
ら､ o u abain ある い ほ K＋除去処置は迷達神経の Na＋,K' - A T Pas e阻審を介して ､ 内因性
ac etylcholin eを遊離させ ､ 胃酸分泌を増大させたと推察した. こ のようなo u abainによる
神経か らのa c etylcholine遊離は他の組織でも報告されて い る(10 0- 1 02)｡ さ らに ､
o u abainに よるcate chola mine遊離も報告されて いる(1 03- 105).
Hista min e*
A
U激胃酸分泌に対しで -･･- -過性増大がみられたの は､ 遊離されたacetylcholin e
との協力作偶 に よるもの と考えられる(1P6)o 対照的に ､ bethane chol刺激胃酸分泌にお
い て は胃酸分泌の増大作周が見られなか っ た｡ こ れはbetba n e cholと放出されたacetyト
cholin eとの 間に は協力作周がない ためと解釈できる.
膜透過性cyclic A M Pア ナ ロ グであるD BcA M P誘起胃酸分泌時にお いても､ histamin e
刺激時に見られた様な - - ･ - ▲通性の胃酸分泌増大とそれに引き続く酸分泌の減少を引奮起
こ した｡ こ の 増大相もouabainに よ っ て 放出したacetylcholin eとD BcA M Pとの協力作用
に よると考えられるo - - 方 ､ Ca2'イオノ フ ォ アA23187誘起胃酸分泌にお いて は投与直
後から急激な抑制を示した｡ こ れは betba n e cbol刺激時に見られた反応と類似して い
る｡ これ らの知見より､ 酸刺激薬が細胞内cyclicA M P経路を介して胃酸分泌を引き起
こ して い る場合に限 っ て ou abain による刺激胃酸分泌の増大が観察される こ とが 明らか
とな っ た｡
ou abainはウサギ胃腺においてbista min e刺激胃酸分泌を抑制すると報告され て い る
(12,91)｡ 今回の結果はさら に
'
ou abainが酸刺激薬の種類にかかわらず胃酸分泌抑制をす
る こ とを見 い出した｡ K十除去処置も同様の結果を示したこ とより､ 胃壁細胞Na
＋
,K
＋
-
A TPase阻賓は刺激胃酸分泌の抑制に なると結論付けられる0 Ou abainの 分泌抑制機序は
完全 に は解明されて いな いが ､ こ れまで の報告に基づ いて 3つ の 機序が考えられる｡
①細胞内K･ レベ ル は主 に胃壁細胞基底側膜のNa
＋
,
K＋ - A TPa seによ っ て 調節されて いるの
で ､ Na
.
,K
･
-A T Pase阻害は細胞内K
＋
レベ ルの 下降に繋がる. 細胞内K＋iま酸産生 に必須の
イ オ ンである ことか ら(9)､ 細胞内K
＋レベ ル の減少により胃酸分泌抑制に至 っ たと考え
られる｡ ② OuabainはNa･,K･ - A T Pa s eの 阻害に より細胞内Na
＋レベ ル の上昇を引き起こす
(ll)｡ 細胞内Na
･は bistamin e刺激胃酸分泌 に対し抑制的に働くこ とが報告されており
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(1 2)､ こ の 細胞内Na十 レベ ル上昇が酸分泌抑制に繋が っ た とも考え られる｡ ③ Ou abaiれ
に よる基底側膜の脱分極の関与も考えられる｡
Ou abainの 胃酸分泌抑制の特徴はどの刺激胃酸分泌に対する刺激も減少させるという
点で プロ トンポン プイ ン ヒ ビタ ー o m epr a z oleと類似して い る(33,107)o しか しなが ら､
o u ab ainはNa',K' - A T Pa seを阻零するの であ っ て ､ H十,K＋ - A T Paseに対して は何ら作用がな
い こ とが知られて いる(108, 1 09)0 Ouabainは betba necbol刺激に対して は授与直後より
急激に減少させるが ､ atropine存在下histamin e刺激胃酸分泌に対して はゆ っ くりと減少
させた. ウサギ胃腺においてca rb左cholはNa＋,K＋ - A T Pa s e活性を上昇させるが､ D
I
BcA MP
とpho sphodie sterase阻害薬is obutylm ethylx a nthin eの併用はNa＋,K＋ - A TPase活性に影響を与
えな い こ とが報告されて いる(110)｡ したが っ て ､ 細胞内Ca2＋経路を介する胃酸分泌 に
お いて はNa＋,K' - A TPase活性が 上昇して い るため ､ 細胞内cyclicA M Pを介する胃酸分泌
よりou?bain による抑制が早く現われる の であろうと推察した.
今回の結果より､ マ ウス 摘出胃標本に お い てouabain は 一 過性の胃酸分泌冗進とそれ
に引き続く胃酸分泌抑制を引き起こすこ とが明らかとな っ た ｡ Ou abainの - - - 過性胃酸分
泌刺激作用は､ おそ らく迷走神経 のNa＋,K＋ - A T Pa seを抑制する こ と に より神経興衝を引
き起こ し､ 内因性acetylcholin eを遊離させる こ とに よるもの であろうと推測 した｡ こ の
胃酸分泌増大作用は細胞内cyclic A M P系を介する酸刺激薬hista min eある い はD BcA M P
を用 い た時のみ観察された｡ これは､ bista min eある い はD BcA M p刺激と ､ 遊離 した
a c etylcbolineとの 協力作用に よるもの と考えられる｡ さ らに ､ ou abainは胃壁細胞の
Naヰ,K
＋
- A T Pa se阻害により､ 酸刺激薬の種類を問わず刺激胃酸分泌を減少させるこ とを
見い出した｡
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第2節 Na十,K
'
- A TPase阻害薬ouabainの神経刺激を介する胃酸分泌瓦進作用
第1節におい て マ ウス 摘出全胃標本で()u abainの 刺激胃酸分泌に対する抑制作用 に つ
いて 検討したo その結果､ bethane cholによる持続性胃酸分泌時にo u abainを投与すると､
2()分程度で最初の盛磯田酸分泌 レベ ルまで減少したが､ bista mine刺激胃酸分泌時には
o u abain投与直後 ･･･-､h-･過性の胃酸分泌先進が観察され､ その後1時間で最初の基礎胃酸分泌
レベ ルま で減少した｡ そ こで ､ 本節で はou abainの基礎胃酸分泌に対する作用を検討
し､ その 胃酸分泌冗進の作用機序に つ いて ､ さ らなる検討を加えた ｡
実験方法
(1) 摘出 マ ウ ス 全胃標本の作製および胃酸分泌 の測定
摘出マ ウス 金田標本の作製および胃酸分泌の測定は第2草で記載してある様に ､ 既
報(3 8,9郷こ若干の改良を加えたWatanabeらの 方法(39)に従い行 っ た. 栄養液の組成は
szelenyiの報告(99)に従 い作製した｡ 梁膜側栄養披からのK
＋除去(K'除去液)は､ K Clと
K H2P O4をそれぞれ等: とNaH2P O4に置換するこ とに よ っ て行 っ た ｡ 30m M K
＋
液はKClを29 m M ､ NaClを93.8 m Mする こ とに より調製した｡
(2) 使周薬物
ou abain ､ atropin es ulphate はナカライ テ ス ク(京都)､ fa m otidine､ N
伊
- nitroTL
-arginine
はSigm a(St.Lo uis)より､ he x am ethoniu m chlorideは東京化成(東京)より､ tetrodoto xinは
三共(束京)よりそれぞれ購入 した｡
(3) 統計処理
酸分泌量は各種刺激薬投与後 ou abain処置前の最大分泌量を100%と して表した ｡ 結
果はn匹 の マ ウ ス か ら得られるデ ー タを平均値 ±標準誤差として表示した. 統計計算
は､ 比較する群が2群の場合は F 検定の後に ､ 2群間の平均の差の t 検定 ､ ある い は
Mar m - W hitn ey U 検定を行 っ た｡ 3群以上の場合は
一 元配置分散分析の後､ Bonferroni
の 多重比較を行 っ た ｡ P〈O.05を統計的有意として みな した｡
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実験結果
1 , マ ウス 摘出全胃標本に おけるou abainの基礎醸分泌に対する作絹
本標本は､ 一 定の速度(0.51±0.11岬q/10 min, n=5)で少なくとも 10 分間にわた っ
て 胃酸を分泌して いた(基礎胃酸分泌)｡ 非刺激状態の胃標本 におい てo u abain(1m M) 杏
投与するとFig. 5-6aの よう に胃酸分泌が冗進された｡ こ のo u abain 誘起胃酸分泌は - 一 過
性で投与直後10分で最大となり､ そ の後､ o u abainの作用は時間と共に持続性の抑制に
転じた｡ このo u abain投与前と投与後 10分間の酸排出魔の差を酸排出変化盈(rleta cido ut-
put)とすると､ これは30pM - 1 m M の範囲で濃度依存的に増加した(Fig.5-6b)o
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2 . Ou abainによる 一 過性胃髄分泌克遵に対するtetrodoto xin(TrX)およぴ atropineの
効果
ouabain誘起胃酸分泌は神経伝導遮断薬 m X(0.3ドM)の前処置によ っ て 消失した｡ さ
らに ､ air()pine(1tim)の 前処若削こよ っ て も消失した. - 方､ o u abainの抑制作用はどちら
の処J[
r
削こよ っ て も影響がなか っ た(Fig.5-7)0
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Fig. 5-7 Effects of atropin e(Atr) and tetr odoto xin ( m ) on o u ab ain
-induced a cid
se∝ etionin m o u s eis olated whole stom a ch. Air(1FLM)orT T X(0･3FLM)w a s applied10 min
ウefo r e o u abain(1 m M)w a s added･ The sec retoryr e sponseto o u ab
in w a sexpre s sedas an et
Incre ase O ver the ba sala cidoutputin a10
- min &a ction befo rethe o u ab ain additon in ea ch
pr epa r ation･ Ea ch v alue represents mean ± S･ E･ M ･(ve rtic al bar s)I
* *P<0･01
,
signific antly
differentfro mthe c o ntr olgr o up. Co ntrol O(n -5); m 随(n -7);Air㊨(n - 5)I
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3 . 紫膿側栄養液K＋イオ ン除去に よる - 過性胃酸分泌瓦進に対する m Xおよぴ atropin e
の効果
Na＋,K
＋
-A TPaseを阻害する目的で ､ o u abainのかわりに渠膜側栄養液のK
＋イオ ン除去を行
い ､ 基礎胃酸分泌に対する作用を検討した｡ その結果､ K＋イオ ン除去処置は処置直後に
一 過性の有意な胃酸分泌冗進が認められた(処置前と比較してP<0.05). その程度はouabain
(1 m M)の約1/6であ っ た｡ Table5-1に示す様に この K
＋イオ ン除去に よる胃酸分泌克進も
m (o.叫 M)､ atropin e(1pM)によ っ て抑制される傾向を示した(どちらの処置もP<0･07で
傾向を示した)0
Table5-1 Effects oftetrodoto xin(T r X)andatr opine o nK
'
-fre es olution -indu c ed
a cids e cr etion ln mo u s eis olated whole stom ach
Tre atm e nt Concentration Neta cido utput
(nEq/10 min)
Control
T r X O･3/ヱM
Atropln e 1〝M
13
10
6
139j= 49
50 ± 17
25 ± 20
T r X(0･3FLM)or atr opin e(1FIM)w as added 10
.
min beforethe s ero s alside s olution
w a srepla ced with K
'
-free s olutio n･ Ⅷ ･e m ax im u mSeCr etOryrespons etO K
十jree
s olution w ase xpr es seda sthediffer e n cebetw een v alues of the a cido utputobtained
fo rlO min afte ra nd before the K' -fre esolution r epla c em entin ea chpr epar atio n･
Ea ch v alue repr e s entsr n ean ± S.E. M .
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4 . Ou abainに よる - 過性胃酸分泌 に対するhe x am etho nium ､ famotidin eおよぴ
Nuし nitro心 arginin eの効果
Ou abaiTl誘起胃酸分泌は神経節遮断薬he x a metho niu m(100叶M)の前処置によ っ て 大き
く抑制された(Table 5-2)0 H2速断薬 fa m otidin eに よ っ て も大きく抑制されたo 一 方 ､
()u abainの抑制作用の方には どちらの処置によ っ て も影響がなか っ た｡ さらに ､ fa m otidine
とatropin cの併用処置したところ､ o u abain誘起胃酸分泌は完全に消失した(Tables-2). N O
合成酵素阻繋避Nu -nitr o心 arginine(10 昨M)の前処置は影響を与えなか っ た(Table5-2)0
Table 5-2 Effccts of he x am ethoniu m , fam otidine and No -nitro- L- arginin e on
ouabain -indu c eda cids e c retionin m o u seis olated whole sto m a ch
Tr e atm ent Conce ntr ation Neta cido utput
(nEq/10min)
(
Control
He x am ethoniu m
Control
Fa m otidin e
Fa m otidin e
●
＋ Atroplne
Control
● ■
Nu' -nitro- し arglnlne
5
100FIM 6
6
10/fM 5
10/上M
l〝M 5
6
100pM 7
1 055± 78
25 8± 64* *
689土1 34
195 土 71 *
-22 i= 76* *
623 t 83
476土1 85
Hexa m ethoniu m (100iLM),fam otidin e(1 0FLM)or N
w
- nitro↓ -arginin e(100FLM)
w as added 10minbefore o u abain(1 m M)w a s added･ Neta cido utputby o u abain
w a s expres sed a s a n etin cr e a se o vertheba sala cidoutputin a10
- min fra ctio nbe-
forethe ouabain additio nin e achprep?ration ･ Ea ch valu e repres ents m ean j=S･E･ M ･
* p<o.o5
,
* * P<0･01
,
signific antlydiffe re ntfro m e a ch c o ntr olgro up･
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5 . Ou abainに よる胃醸分泌瓦適およぴそれ に引き続く胃酸分泌抑制に対する30 m M
K＋紫膜側栄養液の効果
ouabain投与10分前に渠膜側栄養液を等張性 30m M K
'液に交換すると､ o u abain 誘起
胃酸分泌は顕著に増加した(Fig. 5-8)o この30m M K'液に よる増大効果も m (0･3pM)に
より抑制された. Fig.5-9は m 処置に より神経性の要因を除外して ､ o u abainの胃酸分泌
抑制作用に対する30m M K'液の効果を検討したもの である｡ Ou abain 投与10分前に渠膜
側栄養液を30m M K＋液にすると､ o u abainによる胃酸分泌抑制の発現が遅延した｡
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Fig.5-8 E ffectof 30m M K
' s ero salside s ohltion(highK' s olution)o n o u ab ain -indu c eda cid
se cretio n and effe ct oftetrodotoxin(T r X)on high K＋ s olution -indu c ed e nhanc e m e nt of a cid
s e cretoryrespons eto ou abainin m o u s eis olated whole sto m a ch･ T he additon of T rX(0･3
jLM)w a sdo n e20 min befor e o u abain w as added･ T he repla c em占nt with high K＋ s ohltio n w a s
do n el O min before o u ab ain (1 m叫)wa s added. T he se cr eto ry respons eto o uab ain w as
e xpre s seda s anetincr eas e o vertheba s al a cido utputin a1 0
- min fra ctio nbefore the o u abain
additio nin e a ch prepar ation. Ea血 v alue r epre s e Ⅱts m e an ± S 且M ･ (vertic al bars)･
* *P<0･01
,
signific arltydiffereⅡt丘o m the c o ntr olgr o up･ #P<0･05) # #P<0･01〉 significantly
differ entfrom highK' s olutio n-tre atedgr o up･ Co ntrol O(n =1 0);highK ' s olutio n㊨(n=5);
T T Xplu shighK
'
s olutio n圃(n =5)･
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Fig. 5-9 Effe ct of 30m M K
＋
se ro s alside solution(highK' s olution)on o u abain -inhibited
acidsecr etio ninthepr es ence oftetr odoto xin( 孤 )in m o u seis olated whole sto m a ch･ The
repla ce m e ntwith high K
' s olution a nd the addition of m (0･3FLM)w asdon elO min aJld 20
miTl
,
r e spe ctiv ely,befor e o u abain(1 m M)w as added･ The secretoryrespon seto o u ab ain w a s
e xpre s sed as a n etirlC reaSe Overtheba s al acido utputin a10
- min 丘action befo re the o u ab ain
additio nin e a chpr eparation. Ea ch v alu e repres e nts m e an土 S･E･ M ･(v ertical ba rs)･
*P<0･05
,
significantlydiffe re ntfro mthe c o ntr olgro up･ Co ntr ol O(n -7);high E･
＋ s olutio n㊨(n =9)･
考察
細胞内 Na･/K･含量はNa＋,K
＋
- A T Pa seの活性によ っ て維持されて いるo さ らに ､ こ の輸
送系はH･,K･ - A T Paseの活性化に必要な細胞内K
'の供給源でもある(8)o Ouabainに よ っ て
Na･,K
･
- A T Pas eを阻害すると刺激時ある い は非刺激時の胃酸分泌が減少する こ とはこれ
ま で に いくつ か の報告があり､ 第1節でも類イ以の知見を得た｡ しか し､ 今回の結果は
基礎胃酸分泌 においてo u abainを投与すると
一 過性胃酸分泌冗進する こ とを示したo こ
の作用は濃度依存的であ っ た. また､ 渠膜側栄養液からのK
'除去に よ っ て も類似の反
応が得られた こ とか ら､ マ ウス 摘出胃標本におけるNa
＋
,K
'
-A TPa s e阻害は胃酸分泌 の冗
進に繋がる こ とが明らかとな っ た ｡
本節で はou abainの胃酸分泌冗進作用に つ いて その作用機序を明らかに しようとしたo
ou abainの 胃酸分泌刺激作用は､ T TXあるい はatr opineの処置によ っ て完全に消失したo さ
らに栄養液からのK･除去 に よる酸分泌克進も､ Tr Xある い はatropineの処置によ っ て 減
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Fig. 5-10 Pr opo sed s che m e of effect of o u ab ain on ga stric a cids e c r etio nin mo u s eis()1ated
stom a cb
少する傾向を示した. これ らの結果より､ Na＋,K' -A TPa s e阻賓に よる胃酸分泌先進作用
は ､ 迷走神経Na十,K＋ -A TPase阻害 に よる興奮が内因性a c etylcbolineを放出させる こ とに
よ っ て 引き起こ される こ とが示唆された｡ Ou abainに よる胃酸分泌冗進は神経節遮断薬
he xa m ethoniu m に よ っ て も部分的に抑制された. He x a methoiu m は ム ス カ リ ン作動薬
betb皿 eChol刺激酸分泌 に対して全く作用しなか っ たこ とより､ ム ス カリ ン受容体に は影
響を及ぼして いない . したが っ て ､ ouab ain の冗進作用 には 一 部神経節の こ コ チ ン受容体
が関与している こ とが考えられた｡ Fig. 5-10に示す様に ､ ou abahはおそ らく主に迷走神経
節前線推および節後線維のNa＋,K＋ - A T Pas eを抑制して神経興奮を引き起こ し､ 内因性 ace-
tyl 血olin eを遊離させる こ とに よ っ て 胃酸分泌を引き起 こ した の であろうと推測 した｡
Ou ab ain誘起胃酸分泌冗進作用はヒ スタ ミ ンH2受容体括抗薬fam otidin eに よ っ て も - 部
抑制された. これは放出された 一 部のacetylcholineがhistamin e含有細胞から内因性hista-
血 eを遊離させ ､ ouabain誘起胃酸分泌に促進的に関与して い たこ とが推察された｡ ある
いは､ マ ウス摘出胃で は基礎胃酸分泌に影響を与えな い程度に自発性 に放出されて いる
hista mineの 存在が想定されて いるの で(45)､ この hist amineが o u ab ainに よる胃酸分泌冗進
に関与して いた可能性も考えられた｡
近年､ 一 酸化窒素PO)は消化管 における抑制性非ア ドレナ リ ン非 コ リ ン作動性神経の
伝達物質として重要な役割を持 っ て いることが明らかとな っ てきた(111)｡ 一 方､ N O供与
体は胃壁細胞におい て胃酸分泌を抑制する ことが報告され て いる(112). そ こ で ､ o u abain
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誘起胃俄分泌にN Oの 掛軸iあるか､ NO合成酵素阻零薬Nw - ni&o+しarginineの効果を検討し
た｡ しか し､ 何ら影轡が認められなか っ た ｡ したが っ て ､ o u abain 誘起胃酸分泌にN Oの
抑制的関与はない と考えられた｡
Ou abainに よる..･-･--､･う敵性胃酸分泌の克進が観察された後､ 胃酸分泌は減少し､ 最終的に基
礎胃酸分泌より低い レベ ルで安定するo こ のo u abainの胃酸分泌抑制相は m ､ atropine､
be x a m ethoniu m､ fa m otidin eある い はNw -nitro 心 a rginin eに よ っ て 影響されなか っ た.
Ou abaiTlはH
'
,
K＋ - A T Pa seに対して は阻賓作用を持 っ て い ない こ と(108)を考え合わせる
と ､ ()uabainの胃酸分泌抑制作j削まやはり胃壁細胞Na＋,K' -A TPa seの 阻害作f削こよるもの
と考え られる｡ γrX存在下においてou abainは基礎胃酸分泌に対して抑制作用 のみを示
したo
r
r rX存在''F30m M K'液の処置はこの ou abainの抑制作用の発現を遅延させた｡ こ
れはT rX存在下3OEm u Kヰ液によ っ て ､ o u abain の 胃壁細胞Na＋,K＋ -ATPase阻審作用が滅
弱したこ とを意味するo こ の知見もo u abainの抑制性反応が胃壁細胞 のNa十,K' -A TPase阻
磐に関連して いる こ とを支持するもの である｡
30m M Kヰ液処置はo u abain誘起胃酸分泌を顕著に増加させた｡ こ の30m M K＋液に よる
胃酸分泌克進増大作用も m の前処置に より完全 に抑制されたo Ou abain誘起胃酸分泌
はou abain白身に よ っ て抑制されて いる｡ 30m M K＋液によ っ てNa
＋
,
K十 -AT Pase阻害作用
が滅弱され､ o u abainの酸分泌抑制作用の発現が遅延されると､ o u abain自身による胃酸分
泌抑制は弱くなる. こ の こ とが30m M 町液による胃酸分泌冗進増大作用に繋が っ たと考
えられる｡
最近 ､ 内因性ou abain およびdigitalis棟物質が ヒ トの血清から見い出されたが ､ こ れ
ら内因性物質の 生理学的役割は未だ明らか にな っ て はいな い ｡ 消化管の機能に対して
も何らかの影響を及ぼ して いる こ とは容易に想像できる｡ 今回の検討において ou abain
はa cetylcbolin e遊離を介する胃酸分泌冗進と､ それに続く胃酸分泌抑制を引き起 こすこ
とを見 い出したo 今回の知見は生理的条件下あるい は病態時における内因性o u ab aiTlに
よる胃酸分泌の修飾という点において興味深 い ｡
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小括
1 . 胃酸分泌とNa＋,K＋ - A T Pa s eとの 閑適に注目し､ Naヰ,K ＋ -A T Pas e阻啓発ou abain の 胃
酸分泌に対する作用を摘出マ ウス 胃標本を用い検討した｡
2 . Ou abainは刺激胃酸分泌に対 して抑制を示した｡ しか し､ その 作用態度は酸刺激
薬の種類 によ っ て 若干異な っ て い た . Ou ab ainはbethan e chol誘起胃酸分泌 に対し
て は投与直後から抑制を示した｡ 一 方､ o u abainはhista甲in e誘起胃酸分泌に対して
は 一 過 性に胃酸分泌を増大させ ､ それに続き減少させたo
3 . 刺激状態の標本におけるo u abainの 一 過性胃酸分泌増大作f削ま､ atr opin eの 前処置
に よ っ て完全に消失した｡
4 . 非刺激状態の胃標本において もo u abain は胃酸分泌冗進を誘起した｡ この 胃酸分泌
冗進は 一 過性で投与直後1 0分で最大となり､ その後､ 胃酸分泌は基礎分泌よりも
低 い レベ ルま で減少した｡
5 . Ou abain誘起胃酸分泌はtetr odotoxin､ atr opineの 処置 に よ っ て 完全 に消失し､
he x am etho nium の処置に よ っ て も部分的に抑制された｡
6 . Ou abainに よる胃酸分泌刺激状態における 一 過性胃酸分泌増大､ および非刺激状
態に おける胃酸分泌冗進は､ おそらく迷走神経節前線維および節後線維のNa',K＋ -
A T Paseが 阻害された こ とに より神経が興奮し､ 内因性ac etylcholineが遊離される
こ とに よ っ て 引き起 こ されたの であろうと推測した｡
7 . 摘出マ ウス 全胃標本におい てo u abainは ､ 内因性a c etylcholin eの 遊離を介する - 過
性 の胃酸分泌冗進を引き起こ し､ その後 ､ 胃壁細胞に作用 して胃酸分泌を減少さ
せるこ とを見い出した｡ この知見は生理的条件下ある いは病態時に内因性ou abain
が胃酸分泌を修飾して い る可能性を示唆して い る｡
- 78-
欝6輩 マウス摘出全胃標本におけるCa2＋チ ャ ネルに作閲する化合物の胃酸
分泌に対する効果
胃壁細胞の コ リ ン作動性受容体を介する細胞内情報伝達系は､ 細胞内Ca2十の 上昇が
引き金 にな っ て おり､ こ の上昇は細胞外からのCa2＋流入と細胞内Ca2'遊離の 2 つ の 経路
に よ っ て引き起 こされる(8,53)｡ コ リ ン作動性受容体刺激による胃酸分泌は細胞外Ca2＋
漉度に強く依存しており(113,llA)､ 持続性Ca2＋流入が胃酸分泌 に と っ て極めて 重要な
役割を演じて いる とされて い る(11 3,115)0
しか しなが ら､ 胃壁細胞の細胞内情報伝達系に関する研究におい て ､ セ カ ン ドメ ッ
セ ンジ ャ - と して のCa
2＋
の 重要性は認諾ほ れて いるが､ 胃壁細胞の Ca2'流入 は どの よ
うな経路を通るの か ､ その C去12＋ 流入が どの程度刺激胃酸分泌に関与して いるのかとい
う疑問に対して は未だ解答が得られて い ない｡ 本章 で は胃壁細胞における基底側膜
Ca2＋ チ ャネル に注目し､ その 胃酸分泌との関連性を検討した｡
胃壁細胞の Ca2ヰ流入経路が解明されて い ない の は､ これまで にあまり良 い薬理学的
試薬がない こ とによるもの とも解釈できる｡ したが っ て ､ 新たなるCa2
ヰチ ャネル速断
薬を検索する試みは重要な意義を持 つ と考えられるo 第1節ではその素材を天然化合
物に求めるこ とを考えた｡ 筆者はこれまで に ､ 千葉大学薬化学研究室との共同研究と
して ､ 平滑筋を用いて天然化合物あるい はその誘導体のCa2＋ チャネル速断活性の検討
を行 っ て きた｡ その 過程で ､ 血圧降下 の目的で臨床利用され て いる釣藤鈎 に含有され
る ア ル カ ロ イ ド hir s utin eに 強い血管弛緩作用を見い出した(参考論文 3)o そ こ で ､
hirs utineの Ca2＋チ ャネル に対する作用に関してさ らなる検討を行 っ た o また ､ 釣藤ア ル
カ ロ イ ドの関連化合物として合成されたN CA -15のCa2＋ チ ャネル速断作用を評価した｡
さ らに ､ hirsutineおよびN C A-
.
15の コ リ ン作動性刺激に よる胃酸分泌 に対する作用を検
討した｡ 第 2節で は最近利用可能とな っ た2種の Ca
2＋チ ャネル関連薬を用 いて ､ 胃酸
分泌 に対する作用を検討した｡
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第1節 和漢薬釣藤鈎ア ル カ E]イ ドhirsutin eの摘出大動脈標本における平滑筋荘力､
細胞内Ca2†動態に対する作用､ お よび摘出胃標本における胃醸分泌 に対する
作用
釣藤鈎はカギカズラ(Un ca lja ThyDChophyllB､ ア カネ科)の鈎の部分を軽焼 したもの
で ､ 高血圧に伴う頭痛およびめまい に用い られる和漢薬である｡ 近年で は血圧降下を
目的として も臨床利用されて い る . 釣藤ア ル カ ロ イ ドhirs utin e､ hir s uteiTl eお よび
dihydroc oryna nthein eは釣藤の薬効を盛付ける血圧降下作用および血管弛緩作用を有す
るこ とが見い出されて いる(116,1 17)o
Hir sutineは釣藤に含まれるイ ン ド - ル ア ル カ ロ イ ドで ､ 麻酔下イ メ の後肢血管､ 冠
血管､ 脳血管弛緩作用が報告されて いる(11 8)｡ 著者らもラ ッ ト摘出大動脈標本におい
てhirs utin eの血管弛緩作用を観察し､ それが電位依存性 L型Ca2'チ ャネル速断作用 に基
づくもの である こ とを示唆した(参考論文3)｡ 本節ではhirs utin eおよびその関連化合物
N C A-15のCa
之＋ 措抗作用の評価を行い ､ hirs utineの 血管弛緩作用磯序として細胞内Ca2＋
動態に対する作用､ および細胞内Ca2＋ス トアに対する作用の検討を行 っ た ｡ さ らに ､
hirsutin eおよびN C A-15の コ リ ン作動性刺激に よる胃酸分泌に対する作用を検討した｡
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Fig･ 6-1 C hemic alstru cture s ofUncaria alkaloid hirs utin e andthe related c ompo u nd N C A-15
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実験方法
= )ラ ッ ト摘出大動脈標本に おける平滑筋収縮の測定
ラ ッ ト大動脈らせん粂片標本の作製は第4章に記載してある様に ､ 常故に従い行 っ
た｡ 作製 した条片は､ 混合ガス(95 %02,5% C OB)を通気し､ 37℃に保温 した栄養液を
満たした組織槽中に 1gの 負荷を与えて懸架した｡ 内皮の存在はn o repin ephrine(100nM)
収縮 に対するac etylcholin e(10pM)の弛緩率によ っ て 判定し､ 80%以上の標本を内皮存
1
在標本､ ()%の 標本を内皮除去標本としたo 約1 時間血管粂片を平衡化させた後実験を
開始した｡ 平滑筋の収縮力は荷重変換器(T 7-8-240､ 三栄)で等尺性に測定し､ ス トレン
ア ン プ(1 237､ 三栄)で増幅して 記録計(05 6､ 日立)にて 記録した｡ 収縮力測定実験で
は､ Krebs一朗e ns eleit栄養紋を用 いたo 栄養液の組成はNaCl, 11 8.1; K Cl, 4.7;CaC12, 1.8;
MgS O4,1.2;K H2P O4,1･2;NaHCO3,25;Glu c o se,ll.1(m M)(pH 7.4)であるo 60m M K' 液
(高K＋液)はK Clを60m M に し､ 当選のNaClを減 らすこ とによ っ て調製したo Ca
2＋除去液
はCaC12の かわりにE G T A 0.5 m Mを加え調製したo
(2) ラ ッ ト摘出大動脈標本に おける血管平滑筋の細胞内Ca2十測定
血管平滑筋の細胞内Ca2＋測疋は第4輩に記載してある様に ､ Oz akiら(74)の方法に準
拠し､ furか2を用 いた蛍光色素法にて 測定した｡ 標本 に340及 び380n m の励起波長を交
互 に照射し､ 得られる蛍光を50n m の フ ィ ルタ ー を介して光電子増倍管に て測定し､
細胞内Ca2･ レベ ル は 獣性強度の比(R主40/380)として評価した｡ 細胞内Ca2･測定実験の栄
養液は､ 以下の組成で調製した : NaCl,136.9;K Cl, 5.4;MgC12, 1･0;CaC12,1･8;gluc ose,
5.5;H E P E S, 20;E D T A,0.01;as c orbic acid, 0.1;T P E N,0.01(m M) 佃H 7･4)｡ 60m M K
'含有
ca2＋ 除去栄養液はK Clを60m M に し､ 当量 のNaClを減らすこ とによ っ て 調製した. Ca
2'
除去液はCaC12のかわりにE G T A 0.5 m Mを加え調製した｡ 組織漕内の栄養液は酸素ガ
ス(lo鞄 02)を通気した｡
(3) Caffein eに よる細胞内Ca2＋ ス トアからのCa
2＋放出､ 細胞内Ca2＋ ス トア へ のCa2＋取
り込み に対する作用 のプ ロ トコ ー ル
ca2＋除去液下caffein e(20m M)添加による 一 過性収縮を用 い てサ ンプルの Ca
2＋放出ある
い は取り込み に対する作用を評価したo Ca
2'除去液におい てc affeine収縮が消失した
後､ 新 しいCa2＋除去液に交換し､ CaC12(2 m M)を加えて1 0分間放置した(Ca
2十負荷期
間)0 1 0分後､ 新しい Ca
2＋除去液 に交換し､ 5 分間放置した(Ca2＋除去期間)0 5 分後 ､
c affeineを添加し､ その 一 過性の 収縮力および細胞内qa
2' レベ ル の上昇を測定した｡
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細胞内Ca2' ス トアか らの Ca2' 放出に対する作用は､ Ca2'除去期間の5 分間にhir s utin e
を加え ､ 得 られたc a
.
ffeineの反応によ っ て 評価した｡ 細胞内Ca加 ス トア へ のCa2＋取り込
み に対する作用の実験は､ Ca2＋負荷期間の10 分間にhirs utin eを加え､ 得られたc affeine
に よる収縮および細胞内Ca2てレベ ルの 上昇に よ っ て 評価した.
(4) 摘出マ ウ ス全胃標本の作製および胃酸分泌 の測定
摘出 マ ウス 全胃標本の作製および胃酸分泌の測定は第 2章で記載してある様に､ 既
戟(3 8,98)に若干の改良を加えたW ata n abeらの方法(39)に従 い行 っ た o 栄養液の組成は
Krebs- He n s elit栄養液を用い､ 混合ガスを通気した｡
(5) 使用薬物
Betha n e cholchloride､ fa m otidin eはSigm a(St･ Lo uis)より､ 1- no r epinephrin ebita rta r ate､
ver apami l hydro chlori deは和光純薬(大阪)よりそれぞれ購入したものを用 いた｡ Hirs utine
およびN C A-15は千葉大学薬学部坂井進 一 郎教授､ 相見則郎教授より供与されたa
(6) 統計処理
結果は n 匹のラ ッ トある い はマ ウ スか ら得られるデ - 夕を平均値 ±標準誤差として
表示した｡ 統計計算は､ F検定の後 に､ 2群間の平均 の差 のt検定を行 っ た ｡ P〈O.05を
統計的有意として み な した｡
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実験結果
1 . 紺rsutin eおよぴその誘導体N C A-1 5のCa2十 チ ャ ネル遮断作用の評価
血管内皮存在標本におい てn o repinephrin e(0.1叫M)を処置すると持続性に収縮を引き
起こ したo 収縮が･1.u-･JL- 定にな っ た後､ hir s utin e(1 - 100pM)を累積的に投与したところ ､
浪庶依存的な弛緩を示した｡ Hirs utin e(100けM)にお いてn orepinephrin e収縮は静止時レ
ベルのFlfiL力まで弛緩した(Fig. 6-2)0
示 した(結果は示して い ない)0
弼S 頂 3
ふ 息
千
N 臣O.頂pi醐
0.5g
内皮を除去した標本においても全く同様な弛緩を
頂O
A
30
ふ
頂幣
10min
Fig･6-2 Typic alr e c o rding of
.
v as orela xdnteffe ct of hirs utine(H S)on nor epineph rin e(N E)-
indu c ed c ontra ctio nlTl ratis olateda o rta withe ndotheliu m
- 83-
60m M K＋液中の脱分極筋(内皮除去標本)におい て ､ 栄養液のCaC12 累横的に増加
させると ､ Fig. 6-3に 示される様なCaC12によ る収縮曲線が得られた｡ Hirs utine(1 - 3
けM)前処置 に よ っ て ､ こ の 濃度作用曲線が高濃度側に平衡移動した(Fig･ 6･3a)o こ の
pA2は6.61±0.12であ っ た｡ 同株に ､ 脱分極筋におい て N C A-15はCaC12浪度作 朋臼線を
高波度側に平衡移動させた(Fig･ 6-3b). そ のpA2は 6･83±0･04であ っ た.
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Fig. 6-3 Effects of(a)hirsutin e(H S) and(b) N C A-15(N C A) onthe cu mulativ e do s e
- r esponse cu rve for Ca
2' in the ratis olated a orta strips depola rized in60m M K
'
solution ･
Contra ction w a s e xpressed a s aper cerltage Of the m a xim um r esponse to CaC12h 60 m M K
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2 . Hirsutin eの血管平滑筋細胞内Ca2＋ 動態に対する作周
JB;
' 兜^Ca2ヰ指示凝fur か2を用 い て ､ 摘出大動脈標本 における細胞内Ca2十 レベ ルの経時的
変化を測定した｡ No repin ephrin e(1.00nM)は持続性のR 340/380の 上昇､ すなわち細胞内
Ca2＋ 上昇を引尊起こ し ､ 細胞内Ca2＋ 上昇が -d- 優 に な っ た後 ､ 組織槽にhirs utine(3 - 30
抄M)を累硫的に投与した｡ 蜘 sutineは『ig･6-4aに 示す様に細胞内Ca2＋ レベ ルを濃度依存
的に減少させた｡ 60rnM K＋含有C㌔＋ 除去液中にお いて CaC12(2m M)の添加は細胞内Ca2'
上昇を引き起こ した｡ 細胞内Ca2
＋ 上昇i)” - 定に な っ た後､ 組織槽にhirsutin eを累積的に
投与したとこ ろ､ 細胞内Ca2＋ レベ ルを漁皮依存的に減少させた(Figふ 4b)｡ こ のhirs utin e
に よる細胞内Ca2＋減少はno r epinephrine利敵時と60m M K＋液に よる刺激時を比較すると
ほぼ同じ効力であ っ た o すな わち､ ⅠC50が n ()repin ephrine刺激時で は10.5BAM ､ 60m M
K＋液に よる刺激時で は12.9終M であ っ た.
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3 . Hir sutin eの血管平滑筋細胞内Ca2' ス トア に対する作伺
ラ ッ ト摘出大動脈標本を用いて細胞内Ca2
'
ス トアに対するhir s utin eの 作用をCa2' 除去
液中caffein e(20 m M)に よる 一 過性の収縮及び細胞内Ca
2＋上昇を測定するこ とに よ っ て
評価した｡ Hirs utine(30pM)をCa2十除去期間に加えると､ c affeineの --ー 過性収縮は若干抑
制された(Fig. 6-5a)0 Caffeineに よる 一 過性収縮を100% とすると､ hirs u血 e処置に よ っ
て89±1%(n=4､ コ ン トロ - ル と比較してP<0･01)に な っ た ｡ Caffein eに よる細胞内Ca2＋
レベ ルの 上昇も収縮抑制で見られた程度抑制された(Figふ6a)0
Hirs utin e(30叶M)をCa2＋負荷期間に加えると ､ c affein eの - 過性収縮はさらに増大した
(Fig. 6-5 b)0 Caffeineに よる 一 過性収縮を100%とすると ､ hirsutin e処置に よ っ て131±
6%(n = 4､ コ ン トロ ー ル と比較してP<0･01)に な っ た o Caffein eに よる細胞内Ca2' 上昇
も､ 収縮増大で見られた程度増加した(Fig. 6- 6b)｡ こ の収縮の増大作F削かerapa mil(1
pM)の 同時処置によ っ て 影響を受けなか っ た(127±6%, n= 4)0
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4
. マ ウ ス 摘出全胃標本に おけるhirsutin eおよびN CA-1 5の 胃簡分泌 に対する作伺
マ ウス摘出胃標本を用い､ fa m otidine(10 叫M)処置下でbetha n e ch()I(30 抄M)刺激酸分
泌に対するhirs utin eおよび その誘導体NCA -15の作用を検討した｡ Hirs utin eは10 汁M の
濃度において中程度の抑制を示した(Fig. 6-7)0 N CA -15も100抄Mの 濃度におい て抑制す
る傾向を示した(Fig. 6-7)0
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考察
胃壁細胞における甚底側膜 Ca2＋ チ ャネル と胃酸分泌との関連性を検討する こ とを目
的として ､ 天然化合物から新たなるCa2＋チ ャネル遮断薬を検索する試みを行 っ た. 筆
者はこれま で に ､ 千葉大学薬化学研究室との共同研究として天然化合物あるい はその
誘導体のCa2
' チ ャネ ル速断活性の検討を行い ､ 釣藤鈎含有ア ルカロ イドhirsutineに強
い血管弛緩作用を見い出して いる｡ そこで ､ hirsutin eのCa2＋チ ャネル に対する作J削言開
して さ らなる検討を行 っ た｡
Hl
'
rs utin eはn o r epin ephrin e収縮を血管内皮の存在にかかわ らず弛緩させた. 著者らは
Ca2＋ チ ャネ ルオ ー プナ - Y C-17 0およぴCa2'イオ ノ フ ォ アA 23187収縮に対するhirsutin e
の作用態度より､ その 弛緩作月粥ま電位依存性 L 型Ca2'チ ャネル速断による と考えて い
る(参考論文3)｡ 今回の検討で ､ 脱分極筋におけるCaC12の濃度作用曲線に対する作用
を検討 したと こ ろ､ 競合的措抗を示した｡ さ ら に ､ 蛍光色素法に よ っ て ､ 実際､
hirs utin細in or epin ephrineや高K
＋液による刺激に よ っ て上昇した細胞内Ca2' レベ ルを減少
させるこ とを明らかに した｡ これ らの知見も､ hirs utineの血管弛緩作用が電位依存性 L
型Ca
l
-＋ チ ャネルを介するCa加 流入の速断によるこ とを支持して いる.
Hirsutin eの Ca2
＋措抗作用はpA2が 6.6と天然物として は高い活性を示した. こ の値は
釣藤ア ル カロ イ ドdihydr o c o ryna ntheine､ rhyn chophylline､ is o rhyn chophy11ineとい っ た化
合物よりも高い値であ っ た(119)o Hirs utin eが釣藤の粗ア ルカ ロ イド画分に11%含まれ
て いる ことを考えあわせると､ おそらくhirs utineは釣藤の薬理作用 の中心的役割を担 っ
て い るこ とが推察された ｡
一 方､ hirs utin eの 関連化合物N C A-15はindoloquinolizidin eを母核とした誘導体中で最
もCa2･ 措抗作用の強か っ た化合物である｡ N C A-15の脱分極筋におけるCaC12の 濃度作
用曲線に対する作用を検討したとこ ろ､ そのpA2は6･8で ､ hirs utineよりも高い活性を示
した｡
著者らの以前の報告におい て ､ birs utineの血 管平滑筋弛緩作用(内皮除去)の効力は
IC5 0で示すと ､ nor epin ephrine収縮に対して は1 8･1pMであり､ 高K
＋ 液に よる収縮に対し
て は5.0 汁M であ っ た(参考論文 3). この よう に ､ hirsutineによる血管弛緩作用に お い
て ､ n orepin ephrin e収縮に対する効力よりも高K
'液収縮に対する効力の方が 3倍強い ｡
一 方 ､ 今回の検討において ､ hirs utineの細胞内Ca
2T減少作用はどちらの刺激とも同効力
であ っ た ｡ こ の 結果は ､ hirsutin eは どちらの刺激に対しても同じ様に細胞内Ca
2＋ レベル
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を減少させるが ､ n orepin ephrine収縮は高K
＋ 液収縮よりもhirs utineに対 して抵抗性があ
る ことを示唆して いる｡ これは､ n orepinephrirl eによ っ て α - ア ドレナリ ン受容体を介す
る細胞内情報伝達系が活性化され､ 収縮タ ンパ クの細胞内の Ca
2＋ 感受性が増大したと
考えれば解釈できる(120)｡ 払
2＋桔抗薬v erpam]
'
･lを用い た場合も同じ様な結果が得られる
こ とが報告されて い る(121)｡ したが っ て ､ hirs utineは高K
'液収縮をnorepin ephrin e収縮
よりも強い効力で弛緩させると考え られる｡
次に ､ hirs utineの細胞内Ca2＋ ス トア へ の作用を検討した. Caffein eはCa
2'
-indu c edCa2＋
r elease横様を活性化するこ とに よ っ て細胞内 a
2'ス トア か ら の Ca2'遊離を誘起し､ 平滑
筋を収縮させるこ とが知られて い る(122)o Ca
2'除去液中で のcaffeineに よる - - 一過性の 収
縮ある い は細胞内Ca2＋上昇は細胞内Ca
2＋
ス トアか らのCa2十遊離を示して い るo この c af-
fein eの 反応を用い て ､ hirs utineの 細胞内Ca2十 ス トア へ の 作用も検討した｡
H ir?utin eの 細胞内Ca
2＋ス トアか らの Ca2
＋遊離に対する作用を検討したと こ ろ ､
hirs utineはCa2＋チ ャネル速断作用が十分に現われる30叫M の 濃度において ､ 若干の 細胞
内Ca2＋遊離抑制を示した｡ ま た､ Ca2'措抗薬diltia z e mおよびnic a rdipineも､ 細胞内Ca
2＋ ス
トアか らの Ca
2'遊離に対して も抑制作用を有する こ とが知られて い る(1 23).
次 に ､ birsutineの 細胞内Ca2＋ ス トア へ の Ca2
＋取り込 み に対する作用を検討したと こ
ろ､ hirs utin eはCa
2'取り込み増大作用を示した ｡ 細胞内Ca2十 ス トア へ のCa2十の充填は 2
通りの経路が想定されて いる｡ 1つ はCa2
＋が細胞膜を通過 し漏入に よ っ て 細胞内Ca2十 ス
トア に至る経路で ､ もう 1つ は細胞内Ca2'上昇の際に細胞内Ca2＋ ス トア の Ca2＋ポ ン プを
介して細胞内Ca2＋ ス トア に至る経路である(122)o 沌rs utin eの Ca
2'取り込み増大の作用磯
序は､ Ca2十負荷期間にCa2＋措抗薬 v er ap milを処置して も影響されなか っ たこ とか ら推
察すると ､ birs utin eが細胞内Ca2＋ ス トア の Ca
2＋ポ ンプを活性化させたか ､ あるい は形質
膜Ca2＋ポ ン プを抑制して細胞内Ca2'上昇を引き起こ したか という こ とが考えられる｡
これ らbir s utin eの 細胞内Ca2＋ ス トア へ の 作用は､ Ca2＋チ ャ ネ ル速断作用とともに
birs utin eの血管弛緩作用磯序であると考えられた｡ しか し､ こ れ らの作用はhirs utin eの
高用量において発現し､ その程度も弱いの で ､ birsutineの主な作用はやはり､ Ca
2＋括抗
作用であると結論できる｡
作用の 明 らか とな っ たbirs utin eを用い て胃酸分泌に対する作用を検討した｡ マ ウス摘
出全胃標本における胃酸分泌 に対してbirs utin eは高用量 におい て中程度の抑制を示し
たo その抑制の程度はhirs utineのCa2'措抗作用から期待されるよりは弱いもの であ っ た ｡
胃酸分泌とCa2
＋
チ ャ ネル との関連性に お いて は､ ver apamil､ nifedipin e､ diltia z em と
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い っ た L型Ca
2十チ ャネル 遮断藤(いわゆるCa2'措抗薬)が胃酸分泌 に対して抑制するとい
う報告と影響しない という報告があり､ 統 一 した見解が得られて いなか っ た｡ これら
の報告に つ い て ､ Chew(124)はCa2'結抗薬 ver apami lおよびnic a rdipin eがCa
2'流入速断作
用以外の非特異的作用に よ っ て 胃酸分泌を抑制する可能性を示唆した｡ その非特異的
な作月ヨとして ､ v erapa mil､ ditia z e mおよびnic a rdipineはH
＋
,
K＋ - A T Pa se阻害作用を有する
こ とが見い出されて い る(125,126)｡ したが っ て ､ Ca2＋措抗薬が胃壁細胞H＋,K十 - A T Pa s e
に到達する実験系の場合は胃酸分泌抑制作用が観察されると考えられる｡ 例えば､ 司)
'
n
v7
'
voの 実験系でCa2'結抗薬が吸収して H＋,K十 -A TPa s eに到達する場合(127, 128)や ､ 単離
胃壁細胞をJ削､る実験系(129)で はCa2＋抵抗薬に よる胃酸分泌抑制作用が報告されて い
る｡ -･-･ 方､ Ca加括抗薬が胃壁細胞の H＋,K＋ - A T Paseに到達しな い場合(1 26)は胃酸分泌抑
制作用が観察されない結果に なると考えられるo 今回の検討において ､ hir s utineはCa2'
括抗作月ほ､ら期待きれるよりは弱 い胃酸分泌抑制作用 しか得られなか っ た ｡ さ らに ､
hirs u血eとN C A-15 のCa2＋括抗作用の効力差が胃酸分泌抑制作用に現われて い なか っ た｡ し
たが っ て ､ 今回の検討 におけるhirsutin eおよびN C A-15の胃酸分泌抑制作用は電位依存性
L型C㌔十チ ャネル遮断作偶 によるの ではなく､ それ以外の作用に よる可能性が考えられ
た｡
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第2節 Ca2＋ チ ャ ネル関連薬 の胃酸分泌 に対する作周
最近利用可能となり､ その作用特性が明らかとな っ て い る2 樺の Ca
2十 チ ャ ネル速断
薬を用い て ､ 胃酸分泌に対する作用を検討した｡ 1 つ は受容体作動性Ca
l
- ＋ チ ャネル遮
断薬S K F-96365であり､ 1 つ ば非選択性カチオ ンチ ャネル の遮断薬m efena mic a cidであ
る｡
実験方法
(1) 摘出マ ウ ス全胃標本の作製および胃酸分泌 の測定
摘出マ ウス 全胃標本の作製および胃酸分泌の測定は第 2輩で記載してある様に ､ 既
報(3 8,.98)に若干の改良を加えた
Wata n abeらの 方法(3 9)に従 い行 っ た ｡ 栄養液の組成は
Krebs- He ns eleit栄養液を用い ､ 混合ガ ス を通気した｡
(2) 使用薬物
Bethanecholchlori de､ fa m otidin e､ m efenamic a cidはSigm a(St. Lo uis)より､ S K Y-96365
はC al bio che m(Sam Diego)より購入 したものを用 い た｡
(3) 統計処理
結果は n 匹のラ ッ トある い は マ ウ ス か ら得られるデ ー タを平均値 ±標準誤差として
表示した｡ 統計計算は､ F検定 の後 に ､ 2群間の平均の差のt検定を行 っ た｡ P〈O.05を
統計的有意として みな した｡
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実験結果
マ ウ ス 摘出胃標本におい て ､ fa m otidine(10pM)処置下でbethaTle Chol(30叫M)刺激胃酸
分泌に対してS K■F-96365およびmefena mic a cidの作用を検討したo S K F･96365(3 - 30けM)
は浪度依存的にbetha n e ch()l刺激胃酸分泌を抑制した(Fig. 6-8a)0 Mefenamic a cid(30- 300
汁M)も顕著にbetha n e chol刺激胃酸分泌を抑制した(Fig･ 6-8b)0
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考察
コ リ ン作動性受容体刺激に よる胃酸分泌は細胞外Ca2＋漉度に強く依存して いる(113,
114)｡ そ の Ca
2＋ 流入 は､ v e r apamil､ n脆dipine､ diltiaz e mとい っ た L 型Ca
2＋チ ャネル遮
断薬(いわ ゆるCa
2＋括抗薬)が影響を及ぼさない こ とが報告されており､ 電位依存性 L型
ca2' チ ャネル以外の Ca2'流入経路が示唆されて い る(13, 5 3)o さ らに ､ 胃酸分泌とCa2＋
チ ャネル との関連性におい ても､ 前節で述べ た様にL塑Ca
2＋チャネル と胃酸分泌の関連
は否定的で ､ や はりそれ以外の経路か らの持続性Ca
2十流入が胃酸分泌 に と っ て 重要で
あると考えられて い る｡
ウサギ胃腺にお いて､ h3＋は ム ス か) ン作動薬による細胞内Ca2'ス トアか らのCa2
＋遊
離に は影響を与えない が ､ Ca2＋流入 と胃酸分泌を抑制すると報告された(115)｡ ま た ､
ム スカリ ン受容体措抗薬4- D A MPは胃酸分泌に は影響がな い洩皮で ､ 細胞内Ca加 ス トア
か らの Ca2
'遊離の みを抑制させるこ とが報告された(130)o こ の よう に ､ 細胞外か らの
持続性Ca2＋流入 は コ リ ン作動性受容体刺激胃酸分泌 に と っ て 重要であると推察され
る｡
今回の検討 で は､ 受容体作動性Ca2'チ ャ ネル 遮断薬と して利用 され て い るS K F-
96365
､ および非選択性カチオ ン チ ャネ ル の速断薬として利用され て いる m efe na mic
a cidを用 い て ､ コ リ ン作動性刺激胃酸分泌に対する作用を検討した｡
S K F-9 6365は血小板で受容体刺激時に活性化されるCa2＋ チ ャネルを速断する こ とが報
普(131)されて以来､ 受容体作動性Ca2十チ ャネル遮断薬として薬理研究に使用され て い
る｡ C㌔
＋チ ャネル措抗薬で抑制されな いCa2＋チ ャネル(いわゆる非電位依存性L塑Ca2＋チ ャ
ネ)L)をS K F-96365が速断するこ とが報告されて いる(132,133). 胃壁細胞 のCa
2'チ ャネル
も電位依存性L 型Ca2'チ ャネル で はな い と示唆されて い るの で ､ SK F-96365の使用 は興味
ある知見を得ると考えられた｡ 今回の結果は ､ 顕著にbetba n ecbol刺激胃酸分泌を抑制す
るこ とを示した｡ したが っ て ､ 胃壁細胞の受容体作動性Ca2＋チ ャネルが刺激胃酸分泌に
関与して いる可能性が示唆された｡
非選択性カチオ ンチ ャネルはColq血o unら(134)によ っ て培養心筋細胞に見い出され､ そ
の後､ 神経細胞(135)､ 外分泌細胞(136)､ 尿細管(137)にも存在する ことが報告された｡ ま
た､ ウサギ単離胃腺の胃壁細胞において基底側膜に非選択性カチオ ン チ ャネ ルの存在
することが報告されて い る(14)o 非選択怪力チオ ンチ ャネルはNa
'
､
K＋
､ Ca
2＋な ど陽イオ
ンを区別なく透過する性質を持 っ て いるこ とが特徴である｡ 実体に関して はまだ明らか
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にされて いない ｡ Mefe namic a cidはdiphe nyト2-c arbo xylic a cid誘導体であり､ 聯臓の外分泌
腺非選択性カチオ ンチ ャネルの抑制作用が報告されて い る(138)｡ こ の m efenamic a cidも
顕著にbetha n e chol刺激胃酸分泌を抑制した｡ Mefe n a mic a cidに はClサ ヤネ ル の抑制作
周も報告されており(13 8)､ 今回の結果の解釈には注意を要するが ､ 今回の結果より胃
壁細胞の非選択性カチオ ンチ ャネルが コ リ ン作動性受容体刺激胃酸分泌に関与して いる
可能性が示唆された｡
最近 ､ 受容体作動性Ca2
＋チ ャネルという概念が消されようとして いる｡ 従来､ 平滑筋
収縮において､ Ca
2＋チ ャネル括抗薬が効きにくいCa?
＋
チ ャネルによる反応を総称して受容
体作動性C㌔サ ヤネル と呼ん でいた｡ 電気生理学的には受容体作動性Ca
2＋チ ャネルの存在
は見 い出されず､ 疑問が投げかけられて いたo しか し､ 細胞内Ca
2＋測定の 技術の進歩と
パ ッ チクラ ンプ法による解析により､ C㌔
＋チャネル措抗薬が効きにくい反応の いくつ かは
非選択性カチオ ンチ ャネルである ことが報告されつ つ ある｡ したが っ て ､ 胃壁細胞 にお
けるCa2サ ヤネルもこ の種のCa
2＋チャネル､ すなわち受容体刺激に より開孔する非選択的
カチオ ンチ ャネルである可能性も考えられる｡ この仮説を証明するには細胞内C㌔
＋測定を
加えたさらなる検討が必要である｡ 今回の結果より､ コ リ ン作動性受容体刺激胃酸分泌
に は受容体作動性Ca2
･チ ャネルあるい は非選択怪力チオ ンチ ャネルの関与が示唆されたo
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小結
1 . マ ウス摘出全胃標本における コ リ ン作動性受容体刺激胃酸分泌とCa
2ヰ チ ャネルの関
連性を､ いくつ かのC㌔丁チ ャネル速断薬を用い検討した｡
2 . 胃壁細胞の Ca2'流入経路が未だ解明されて い ない の は ､ これまで にあまり良い薬
理学的試薬がない こ とに よるもの とも解釈できる｡ そ こ で ､ 新たなるCa2十 チ ャネ
ル遮断薬を天然化合物に求める こ とを考え ､ 釣藤鈎ア ル カ ロ イ ドhirs utin eおよび
関連化合物N C A-15のCa2' チ ャネル に対する作用に関して検討を行 っ た o
3 . 血管平滑筋において ､ 釣藤鈎ア ルカ ロ イ ドhirs utineに電位依存性L塑Caヱ＋チ ャネル
遮断作用を見い出した. さ らに ､ 細胞内Ca2＋ス トア へ の 作用 と して細胞内Ca2'遊
離抑制と取り込み増大作用を見い出した｡ こ れ らの作用はhirs utin eの血 管弛緩作
用 の 重要な機序であると考え られた｡
4 . マ ウ ス摘出全胃標本においてhirslユtin eおよびN C A-15はbethane chol誘起胃酸分泌 に対
して抑制を示した｡ その 程度はその Ca2＋桔抗作用から期待されるよりは弱 いもので
あ っ た o したが っ て ､ hirs uti丑eおよびN C A-15の 胃酸分泌抑制作f削ま電位依存性L型
Ca2＋チ ャネル速断作用に よるの で はなく､ それ以外の作用 に よる可能性が考えられ
た｡
5 . 受容体作動性C㌔＋チ ャネル 遮断薬S K F-96365､ および非選択性カチオ ンチ ャネル の
遮断薬 mefe namic a cidは､ bethanechol刺激胃酸分泌を顕著に減少させた. この結果よ
り､ コ リ ン作動性受容体刺激胃酸分泌 には受容体作動性C㌔＋チャネルある い は非選
択性カチオ ンチ ャネルの関与が示唆された｡
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第7牽 マウ ス摘出全胃標本におけるK＋チ ャ ネルに作伺する化合物の胃酸
鎗泌に対する効果
胃壁細胞の基底側膜上に はK
ヰチ ャネルが存在し､ 種々 のK＋チ ャネルサブタイプが報
告されて い る｡ 近年 ､ ウサギ胃腺を用いて ､ 胃壁細胞基底側膜に内向き整流性K＋チ ャ
ネル と非選択件カチオ ンチ ャネルが存在する ことが見い出された(14)｡ 一 方､ アメリカ
サ ン シ ヨ ウウ オの胃酸分泌細胞基底側順において はCa2＋活性化型K'チ ャネル とcyclic
A MP活性化型K＋チ ャネルが見い出きれて い る(15,1 39)o 受容体を介する胃酸分泌の細
胞内情報伝達系は､ 基底側膜 K＋チ ャネルの開孔 により過分極が起こり､ これが胃酸分
泌の Cl
-
分泌の 駆動力となると考えられて いる(1 6,17). こ の ように ､ 胃壁細胞のK＋チャ
ネルはJ[E 気生鰍学的拳法により様 々 のサ ブタイ プの 存在とその胃酸分泌における役割が
示唆されてきたo しか し､ 胃酸分泌 に関与するKヰチ ャネルサブタイプは未だ明らかにさ
れ て い な い ｡ そこで ､ 刺激胃酸分泌に関与する胃壁細胞K＋チ ャネルサブタイ プの解明
を試みた｡
実験方法
(1) 摘出 マ ウ ス 全胃標本の作製および胃酸分泌 の測定
摘出マ ウ ス金胃標本の作製および胃酸分泌の測定は第2章で記載してある様に ､ 既
報(38,98)に若干の改良を加えたW atanabeらの方法(39)に従い行 っ た｡ 栄養液の組成は
Szelenyiの報告(99)に従 い作製した｡
(2) 使周薬物
Hista mirle dihydr o chlo ride､ quinin e hydrochlo rideはナカライ テス ク(京都)より､
betha ne chol chlo ride､ dibutyryladen o sine
-3I:51 - cyclic m on opho sphate s odiuⅡ1 S alt
(DBcA M P)､ apamin ､ glibe nclami deはSigm a(St･ Lotlis)より､ A 23187はCalbiochem (Sa n
Diego)より ､ tetr aetbyla mm onium cbloride､ CsClは和光施薬(大阪)より購入 した｡
(3) 統計処理
胃酸分泌量は各種刺激薬投与後K
十チ ャネル速断薬処置前の最大分泌量を100%として
表した｡ 結果はn匹の マ ウス か ら得られるデ ー タを平均値±標準誤差として表示した｡
統計計算は､ F検定の後に ､ 2群間の平均の差のt療定を行 っ た ｡ P<0･05を統計的有意
として みな した｡
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実験結果
1 . サ ブタイ プ非選択的K＋チ ャ ネル遮断薬の胃酸分泌 に対する作用
Bethane chol刺激胃酸分泌が安定した30分後に ､ サブタイプ非選択的K
＋チ ャネル遮断
薬tetr a ethyla m m oniu m(T E A)を0 3- 3 m M投与すると､ 刺激胃酸分泌は濃度依存的に抑
制された(Fig. 7-1a)o T EA(1 mM)による胃酸分泌の減少が安定したとこ ろでbetha n echol
(20uM)を追加投与したとこ ろ､ 胃酸分泌は半分ま で回復した(結果は示して い な い)o
払
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亘
～
:コ
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～
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Fig･ 7-1 E ffe cts of (a) tetra ethylpm mo niu m (T E A) and (b) CsClon betha n e chol
(BeCh)-stim ulatedgastric a cids e ct?io nln mo us eis olatedwhole sto m a ch･ T m(0･3- 3 m M)
orCsCl(1 m 叫 w as applied 30mln a鮎 r BeCh(10pM)w a s added. Gastric a cido utputper
lO min w as e xpressed as aper c entage ofthe m a xim u mre sponse to BeCh in ea chpreparatio n
(?)2･95 ± 0･13FLEq/10 min,(b)3･28 土 0･2 8FLEq/1 0 min･ * P<0･05, * * P<0･01,
slgnific antlydiffere nt&om the c o ntr olgro up･ Each v alu erepres ents m ean ± S. E. M .(v ertical
bars);n =5 for(a);n= 4 for(b)･ (a)Contr ol O;T E A 300FLM ㊨ , 1 mM 息, 3 m M 圏. (b)
ControlO;CsC1 1m M A･
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次に､ betbane cbol以外の酸刺激薬による胃酸分泌が最大に達し､ 安定したとこ ろで
T E Aを組榔酢日に投与した｡ T E Aの効果を投与後30 - 40分後の10分間に分泌された酸
の によ っ て 評価した結果をFig･ 7-2に示したo コ ン トロ ー ル群はT E Aのかわりに その
溶妹を投与した｡ Histamine刺激胃酸分泌に対してもT E A(3m M)は程度は弱いが抑制を
示した｡ -一 方､ T E A(3m M)はCa2'イオノ フ ォ アA 23187､ あるい は細胞内 cyclicA M Pア
ナ ロ グdibutyrylcyclicA M P(D BcA M P)刺激に対して ､ 刺激胃酸分泌が安定した1時間
後に投与したが ､ 何 ら作用を与えなか っ た ｡ ･
Fig･ 7-1 bはT･E A以外のサ ブタイプ非選択的なK'チ ャネル遮断発として CsClを用い ､
betha n c chol刺激胃酸分泌 に対する作用を検討した結果である｡ CsClはこ の刺激胃酸分
泌を若干減少させた｡ 基礎胃酸分泌 に対して はT E A(3 m M)およびCsCl(1 m M)は何 ら
作用を及ぼさなか っ た(結果は示して い ない)0
[コControl
圏 TE A3 mM
* *
BeC h Mist A 2 3 1 8 7DBcAMP
100
亘
～
=‡
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=‡
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召 5 0
i
Fig･ 7-2 Effect of tetra?thylaJnm Oni um (T E A) o n ga stric acid s ecretio n stim ulated by
bethane chol(BeC h),histam lne(mist), A23187and dibutyrylcyclicA M P(D BcA M P)in m o u se
whole sto m a chprepar ations･ T E A(3 m M)w a s added 30 min a触 rthe appl血tio n of Beck
(1 0FLM)orHist(500FLM)･ T m(3 m M)w a s added1 h
.
afte rthe applic atio n of A 23187(30
pM)orPBcjM (300FLM)･ Ga stric a cido utputpe r10m l n W a sexpres s eda s apercentage of
the m axl mum respo n se tO the s e cretagogu e u s ed(BeCh: 2･95± 0･13; Hist: 1.5 8± 0.43;
A 23187:2.5 9± 0.21;D BcA 岬:4･67 j= 0.4 3FLEq/10 min)ine a chprepa r ation . Gastric acid
s e cretio n w as estim ateda s acidoutputin the 丘a ction collected betw een 30 and 40 m血afterthe
additon of T E A. Data arepr e se nted asthe m eaJl± S.E･ M of valu esdetermined fro m 4 - 5
mice. *P<0.05
,
**P<0.01
,
signific antlydiffe re ntfro m the cqrresponding c ontr olgr o up.
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2 . サ ブタイプ選択的K十チ ャ ネル遮断薬の胃酸分泌 に対する作用
サブタイプ選択的K･'チ ャネル遮断薬を用い て ､ 刺激胃酸分泌に対する作用を検討し
た｡ .酸刺激薬に よる胃酸分泌が最大に達し､ 安定し
た とこ ろでK
＋チ ャネ ル遮断薬を組
織槽中に投与した. K
＋チ ャネル遮断薬の効果を投与後30- 40分後の1 0分間に分泌され
た酸の量 に よ っ て 評価した結果をFig. 7-3およびFig･ 7-4に示 した｡ コ ン トロ ー ル群はK
＋
チ ャネル遮断薬の かわりにその溶媒を投与した｡
小 コ ン ダクタ ン ス 型Ca2＋活性化K'チ ャネル の選択的遮断薬 apa min(300TIM)の 処置ほ
bethan e chol刺激胃酸分泌に対して何ら影響を示さなか っ た(Fig･ 7-3)｡ さ らに ､ aparrlin
の効果をbistamin e､ A 23187およびD BcA M P刺激胃酸分泌におい て検討したが､ どれも
有意な変化は観察されなか っ た(Fig. 7-3). ま た､ 別の Ca
2'活性化 K＋チ ャネル遮断薬quト
nin e(200叫M)のbethan echol刺激胃酸分泌に対する作用を検討したが顕著な作周は認め
られなか っ た : コ ン トロ ー ル群 :99±9%(n = 4)､ quinine処置群 :115±9%(n = 4)0
口 Co ntr o)
闘 Apamin300 nM
100
亘
-
:⊃
a
～
=!
○
召 50
<
BeC h Hist A2 31 8 7D BcA M P
Fig･ 7
.
-3 E ffect of ap amin o ngastric a cids e cretion stim ulated by bethan echol(BeC h),
hist am me(Hist), A 23187and dibtltyryl cyclic A M P(D B以1 M P)in mouse whole sto m a ch
preparations･ Apamin(300nM)w a s added 30min afterthe applic ation of BeCh(10pM)or
Hist(5 0FLM)･ Ap amin(300n叫)w a s added 1 haR
.
er the application of A 23187(30FLM)or
D BcFM P(300FEM)･ Gastric a cido utputper 10mln W a s e xpre s sed as aper c entage ofthe
m axi mu m response tO the secr etagogu eus ed(BeC h:2.73± 0.1 5; 托st:1.56± 0.1 8;A 23187:
2･55 ± 0･24;D 馳 1 M P:4･39± 0･42FLEq/1 0 min)in ea chprepa r atio n･ Gqstric a cids e cretion
*a s e stim ated as a cido utputinthe fra ctio n c ollected betw e en 30 and 40m lnafterthe addito n
of T E A･ Data ar epre s e ntedasthe me an ± S. E. M ofv alu esdetermined fro m 4 - 5 mic e.
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A T P感受性K＋チ ャネル の 選択的遮断薬glibehclamide(30けM)を用 いて ､ bethane chol､
A231呂7およぴm BcA M Pに よる刺激胃酸分泌に対する作用を検討したが､ どれも有意な
変化は観察されなか っ･!=(Fig･ 7-4)｡ 結果は示して いな いが ､ 基礎胃酸分泌に対して は
apa min(().3叫M)､ qtliniTle(i m M)およびglibe n cla mide(30抄M)は何ら作用を及ぼさなか っ
た ｡
□ Co ntroI
国 Glibe ncla mide30pM
1 50
A
& 1 0 0
ヰー J
=
a
ヰー J
コ
0
て3
凄 50
BeC h A2 3 1 8 7 DBcA M P
Fig. 7-4 Effectofglibe n clami de on gastric a cidsecretion stim ulated bybethane chol(BeC h),
A 23187 and dibutyryl cyclic A M P(D BcA叩P) in mo use whole sto m a ch preparations･
Glibenclamide (30FLM) w a s ad ded 30m ュn afte r the applic atio n of BeCh(10pM)･
Glibe nclami de(30jiM)w as added 1 ha免?rthe application of A 231即 (30FiM)orD Bc.A M P
(30 0Flu). Ga stric a cidoutputpe r1 0m m w as e xpres sed a s aperc entage ofthe ma xi mum
respo n setothe secretagogue u s ed(BeCh:3･56± 0･17;A 23187:2･51± 0･18;D BcA M P:3･70
j= 0.24pEq/1 0min)in e a chprepa ration ･ Gastric a cids e c retion w a s e stim ateda s a cido utputin
the &a ction c olle cted betw e en 30
-
and 40 min afterthe additon of T E A. Data arepres enteda s
也e m e a n± S.E. M ofv aluesdete min ed 丘･om 4 - 5 mic e.
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考察
培養胃壁細胞の パ ッ チクラ ンプの実験から､ 胃酸分泌刺激時の細胞膜電位は過分極
するこ とが報告された(16)o
.
こ の過分極性応答はK＋チ ャネル遮断薬に より抑制される
こ とより､ 受容体刺激によ っ て 開孔するK'チ ャネルの存在が示唆されて いる(139)｡ さ
らに ､ モ ル モ ッ ト単離胃壁細胞におけるホ ー ルセ ル パ ッ チ故 による解析から ､ コ リ ン
作動性受容体が刺激された時の み に閑孔するCa2'活性化K＋チ ャネ ル が見 い出された
(140)｡ こ の 基底側膜 K
＋チ ャネル開孔に よる過分極は胃酸分泌の Cl
‾
分泌 の駆動力に な
ると推察されて い る(1 6,17)｡ しか し､ 実際胃酸分泌の検討は行われておらず､ 胃酸分
泌とK＋チ ャネル との関連性は不明のまま であるo そこ で ､ 本章で はマ ウス摘出胃標本
を用い てK＋チ ャネル速断薬の胃酸分泌に対する作用を検討した｡
サブタイプ非選択的K＋チ ャネル速断薬 であるT E Aはbethan e chol刺激を顕著に抑制し
た｡ T E Aは ム ス かノ ン受容体に対する括抗作用が考え られるため ､ T E Aの 抑制後に
bethan ecbolの 追加投与を行 っ たとこ ろ ､ 抑制か らの回復が観察された｡ したが っ て ､
TE Aに よる胃酸分泌抑制は抗 ム ス カ リ ン作用 に よる可能性も十分 に考えられる｡
T E Aはhistamin e刺激胃酸分泌をわずか に抑制したo 一 方､ T畠AはCa2･イ オノ ブ オ ア
A 231 87
､ ある い は細胞内cAM Pア ナ ロ グD BcA M P刺激に対して は何ら作用を示さな
か っ た ｡ ま た､ 別 の サブタイ プ非選択的K＋チ ャネル速断薬であるCsClはbetha n e chol刺
激胃酸分泌をわずか に減少させた｡ こ れ らの検討から刺激胃酸分泌に おけるK'チ ャネ
ル の 関与はわずか であると推察した｡
パ ッ チク ラ ン プ法の技術の進歩に より､ K'チ ャネ ルは種 々 の サ ブタイ プに分類され
るように な っ た. 胃壁細胞基底側膜に存在するK＋チ ャネル サ ブタイプは膜電位依存性
タイプ ､ Ca2'活性化タイプが示唆されて いる｡ そ こ で ､ いく つ か のサ ブタイ プ選択的
K'チ ャネル遮断薬を用 いて胃壁細胞 K'チ ャ ネル の 刺激胃酸分泌おける関与を検討し
た. 小 コ ンダクタ ンス型Ca2＋活性化 K十チ ャネ ルの選択的遮断薬 apamin はbethane chol刺
激胃酸分泌 に対して何ら影響を示さなか っ た ｡ さ らに ､ hista mine､ A23 1 87および
D BcA M P刺激胃酸分泌に対するapa minの作用を検討したが ､ どれも有意な変化は観察
されなか っ た. また､ Ca2'活性化 K'チ ャネル速断薬quinin eのbethane chol刺激に対する
作用は認められなか っ た o A T P感受性K'チ ャネル の選択的速断薬gliben clami deも､ ど
の刺激胃酸分泌 に対しても､ 有意な影響を示さなか っ た ｡ 今回の検討の範囲内で は刺
激胃酸分泌とK'チ ャネルとの間に関連性は認められなか っ た .
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小括
1 . マ ウス 摘出金田標本を月ヨいて ､ K' チ ャネル遮断薬の 種々 の刺激胃酸分泌に対する
作用を検討した｡
2 . サ ブタイ プ非選択的K サ ヤネル遮断薬tetr aethyla mm o niu m(T E A)はbetha n e chol刺
激胃酸分泌を顕著に抑制した｡ しか し､ T E Aに よる胃酸分泌抑制は抗ム ス カリン
作f削こよる可能性も十分に考え られた｡
3 . T E Aはhistamine刺激胃酸分泌 に対して若干抑制を示したが､ Caユ＋イオ ノ ブ オ ア
A 23187ある いは細胞内cyclic A M P誘導体 D BcA M P刺激に対して は何ら作用を与
えなか っ た｡ サブタ イプ非選択的K'チ ャネ ル遮断薬CsClはbethane chol刺激胃酸分
泌 に対して ､ わずか に抑制作用を示した｡ これらの検討から刺激胃酸分泌 におけ
るK十チ ャネル の関与はわずか であると推察した｡
4
.
Ca2'活性化K'チャネ ルの選択的速断薬 apa minおよびquinine､ A TP感受性K サ ヤネ
ル の選択的速断薬glibenclami deは刺激胃酸分泌に対しても何ら影響を与えなか っ
た ｡
5 . 胃壁細胞基底側膜K'チ ャネル と刺激胃酸分泌との関連性を検討したが ､ 今回の検
討の範囲内で はあまり大きな関連性は認められなか っ た ｡
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総 括
胃壁細胞基底側膜に存在するNa
'
一 班＋ 交換機構､ Cl
-
-H C O3
一
交換機構､ Na',K' -A TPas e､
ca2＋チャネルおよびK'チ ャネルの胃酸分泌反応における役割に注目し､ それら輸送活性
に影響を及ぼす化合物の胃酸分泌 に対する作用を検討した｡ 本研究に よ っ て 得られ た知
見および結論を次の 7点に要約した｡
1 . ラ ッ ト摘出胃粘膜シ ー ト標本を用 いた検討より､ 基底側膜Cr- H C O3
一
交換機棉は刺激
胃酸分泌において重要な役割を担 っ て おり､ 基礎胃酸分泌におい て はあまり関与し
て いないこ とが明らかとな っ た｡ 一 方､ Na' -H＋交換機構は胃酸分泌との関連で はあ
まり重要で はない と考えられた ｡
2 ･ マ ウ ス摘出全胃標本におけるC トH C O3
‾
交換機構阻審薬4,4しdiis othio cya?ostilbe n e
-2
,
2し
dis ulfbnic a cid(DID S)に よる胃酸分泌抑制の作用態度は､ プ ロ トンポ ン プイ ン ヒ ビ
タ ー om eprazoleと同様に酸刺激薬の種類にかかわ らず刺激胃酸分泌を抑制するが ､
om eprazoleと異なり基礎胃酸分泌 に対して は作用しな いというものであ っ た｡
3 . 麻酔下ラ ッ ト胃内港流標本において ､ D D Sは酸刺激薬の種類にかかわ らず刺激胃酸
分泌を減少させたが ､ 基礎胃酸分泌に対して は影響を及ぼさなか っ た｡ 覚醒下ラ ッ
ト幽門結勢標本に おいても､ D ID Sは胃液および胃酸分泌量を抑制した｡ こ の よう
に ､ Cl
'
-H C O3
-
交換機構阻害薬D Ⅱ)Sは ､ 血 vl
'
tTD の みな らず､ 血 v7
'
voレベ ルでも胃酸
分泌抑制作用を有するこ とを見 い出した｡ さらにD ID Sが抗潰蕩作用も有するこ とを
見い出した｡
4 . マ ウス 摘出全胃標本を用 いた検討より､ Naヰ,K'rA T Pas e阻害薬 otl ab ainは内因性acetyト
choline遊離を介する 一 過性 の胃酸分泌冗進を引き起 こ し､ その後 ､ 胃壁細胞 に作用
して胃酸分泌を減少させるこ とを見 い出した｡
5. マ ウス摘出全胃標本を用いた検討より､ コ リ ン作動性受容体刺激による胃酸分泌に
は受容体作動性C㌔十チ ャネルある いは非選択性カチオ ンチ ャネルの関与が示唆され
た｡
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6 . 今回の検討の範囲内で はCa2ヰ活性化 K
‾
サ ヤネルあるい はA TP感受性K＋チ ャネルと胃
酸分泌との間にあまり大きな関連性は認められなか っ た｡
7 . 本研究は胃酸分泌反応における胃壁細胞基底側膜イオ ン輸送系の役割を解明する目
的で ､ それら輸送活性に影響を及ぼす化合物の胃酸分泌に対する作用を検討したも
の であるo その結果､ C トHCO3
‾
交換機構､ Naヰ,K＋ - A TPas e､ ある種のCa2＋チ ャネルが
胃酸分泌反応に関与して いるこ とが示唆されたが ､ 特に刺激胃酸分泌におけ.るC ト
H C O3
-
交換機構の重要性を示すこ とが できたo 一 方､ 今回の検討の範閉内で はNa＋ -
HL＋ 交換機梢およぴK'チ ャネルほ胃救分泌との関連性が認められなか っ た ｡ 本研究よ
り､ 胃酸分泌抑制の新しい作J'･f-=3.在の 可能性として胃壁細胞の基底側膜イオ ン輸送系
を指摘するこ とが で重た｡
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